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„Krankheiten befallen uns nicht wie aus heiterem Himmel, 
sondern entwickeln sich aus täglichen Sünden wider die Natur. 
Wenn sich diese gehäuft haben, brechen sie unversehens hervor.“ 
Hippokrates [1] 
 
Hippokrates ging davon aus, dass Krankheiten durch ein Ungleichgewicht von Körpersäften 
entstehen. Diese Ansicht mag überholt sein, allerdings kann man die Aussage des Zitats leicht 
auf die moderne Medizin ummünzen: die „täglichen Sünden“ entsprechen bekannten 
beeinflussbaren Risikofaktoren einer Krankheit. Die Akkumulation solcher Faktoren erhöht 
das Risiko für die Krankheitsentstehung.  
Eine weit verbreitete Krankheit mit vielen Risikofaktoren ist die Atherosklerose, eine 
progressive Erkrankung der großen Arterien. Hier sind sowohl beeinflussbare als auch nicht 
beeinflussbare Risikofaktoren bekannt [2]. Zu den beeinflussbaren Faktoren zählen unter 
anderem Störung des Lipidstoffwechsels, Übergewicht, Tabakrauchen, arterielle Hypertonie, 
Diabetes mellitus und Bewegungsmangel. Diese können mittels Medikamentengabe oder 
Änderungen im Lebensstil positiv beeinflusst werden. Dem gegenüber stehen die nicht zu 
beeinflussenden Faktoren, wie zum Beispiel Alter und genetische Prädisposition.  
Eines der bekanntesten Beispiele der klinischen Form der Atherosklerose ist die koronare 
Herzerkrankung (KHK), bei der eine Verengung der großen Herzgefäße vorliegt. Zur Detektion 
relevanter genetischer Faktoren wurden genetische Assoziationsstudien (GWAS) bzw. 
genetische Meta-Studien durchgeführt. Insgesamt wurden bislang 58 genetische Loki 
entdeckt, die einen signifikanten Einfluss auf das KHK-Risiko haben (Nikpay et al. [3], 
n=∼185,000) . Während die Funktionsbestimmung vieler Loki noch aussteht, sind einige klar 
im Lipidmetabolismus verankert, z. B. APOB, APOE-APOC1, LDLR, und PCSK9.  
Neben der klinischen gibt es auch subklinische Formen der Atherosklerose. Zu diesen Formen 
zählen Gefäßveränderungen an der Karotis, zum Beispiel Karotis-Plaques oder eine Änderung 
der Intima-Media-Dicke in der Karotis (cIMT). Diese subklinische Form gilt als Vorläufer eines 
Gefäßverschlusses in der Karotis und stellt einen weiteren unabhängigen Risikofaktor der KHK 
dar [4]. Während bereits viele GWAS zur KHK durchgeführt wurden, gibt es nur wenige 
genetische Studien zu Karotis-Plaques oder cIMT. Bis et al. [5] führte eine Meta-GWAS zu cIMT 
durch (n=31,211), wobei nur drei genomweit signifikante (p<5x10-8) Loki gefunden. Zur 
Prävalenz von Karotis-Plaques konnten zwei Loki detektiert werden. Neben dem 
Powerproblem durch kleinere Fallzahlen ist eine weitere mögliche Ursache für diese relativ 
kleine Zahl an Loki die uneinheitlichen Messmethoden von cIMT und Karotis-Plaques in den 
verwendeten Studien. Das erschwert z.B. die Detektion von genetischen Varianten mit 
niedriger Allelfrequenz.  




Dies führt zu der Frage, ob man in einer großen Studie mit einheitlichen Messungen weitere 
Loki der Atherosklerose in Karotisgefäßen detektieren kann und ob man mit einem Phänotyp, 
der statt der Prävalenz die Anzahl an Plaques darstellt, bessere Ergebnisse erzielt. Da Karotis-
Plaques eine subklinische Form der Atherosklerose darstellen, ist auch von Interesse, ob die 
bereits identifizierten KHK-Loki bei dem subklinischen Phänotyp angereichert sind. Relevant 
ist ebenfalls die Bestimmung der Genfunktion, bzw. die Analyse von kausalen Beziehungen 
zwischen den Genprodukten und Karotis-Plaques.  
Daher beschäftigt sich der erste Teil dieser kumulativen Dissertation mit einer kurzen 
Einführung in den biologischen Hintergrund. Anschließend werden die Rationale der Arbeit 
erläutert und die verwendeten Studien und Methoden erklärt. Die Ergebnisse meiner 
Dissertation sind im zweiten Teil zusammengefasst und beinhalten drei wesentliche Aspekte: 
als erstes wird meine Publikation zur Detektion weiterer genetischen Einflussfaktoren auf die 
Anzahl von Karotis-Plaques und deren Überschneidung mit KHK-Loki vorgestellt (s. Kapitel 
2.1). Darauf folgt die Zusammenfassung meiner zweiten Publikation, die sich mit der Genetik 
von PCSK9, einem Risiko-Loki der KHK, befasst, und den kausalen Einfluss des Proteins PCSK9 
auf das Risiko einer Gefäßerkrankung analysiert (s. Kapitel 2.2). Abschließend werden einige 
weitere, bisher unveröffentlichte Ergebnisse beschrieben (s. Kapitel 2.3). Dies umfasst einen 
Vergleich des genetischen Risikos der verwendeten Studien, eine genetische Analyse der 
Karotis-Plaques ohne Kontrollen und eine Haplotypen-Analyse des PCSK9 Lokus. Im dritten 
Kapitel werden die Ergebnisse kurz in Zusammenhang gesetzt und ein Ausblick zu weiteren 
geplanten Analysen gegeben. Zum Abschluss sind in Kapitel 4 die wichtigsten Ergebnisse 
dieser Promotionsarbeit zusammengefasst.  
 
1.1 Biologischer Hintergrund 
Im folgenden Kapitel wird eine kurze Einführung in die drei wichtigsten biologischen Aspekte 
dieser Arbeit gegeben. Zuerst wird die Entstehung von atherosklerotischen Plaques 
beschrieben, anschließend die Rolle des Proteins PCSK9 im Lipidmetabolismus, dessen Gen-
Lokus mit KHK assoziiert ist. Abschließend werden Punktmutationen im Genom vorgestellt. 
 
1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose 
Die Atherosklerose, im englischen auch als arteriosclerotic vascular disease (ASVD) bekannt, 
ist eine progressive Erkrankung der großen Arterien, die durch die Einlagerung von Cholesterin 
und anderen Fetten in die innere Wandschicht arterieller Blutgefäße (Tunica Intima) 
charakterisiert ist [2].  
Besonders anfällig für ASVD sind Krümmungen oder Bifurkationen der Arterien. Aufgrund der 
anatomischen Gefäßveränderung ändert sich der hämodynamische Scherstress, der auf die 
Endothelzellen einwirkt [6]. Dies setzt die Permeabilität der Endothelzellen gegen 
Lipidmoleküle wie Low-density Lipoproteine (LDL, deutsch: Lipoproteine niederer Dichte) 




herab und es kommt zur initialen Läsion der Tunica Intima [7]. In den nächsten Schritten 
verdickt sich die Gefäßwand durch Lipideinlagerung und Bildung von Schaumzellen, bis 
schließlich ein Plaque mit lipidreichem Kern entsteht (s. Abbildung 1). Während die ersten 
Stufen der Atherosklerose klinisch unauffällig verlaufen, wird die Erkrankung durch die 
Plaquebildung zunehmend klinisch wahrnehmbar. Aufgrund der Verengung der Gefäße 
kommt es zu einer Stenose, die eine Mangelversorgung verursacht. Koronare Herzerkrankung 
und Ischämie sind Beispiele für die klinische Manifestation dieser Mangelversorgung [2]. Im 
Falle einer Plaqueruptur kommt es zu einer Gerinnungskaskade, ausgelöst durch das 
freiwerdende Thromboplastin des Plaques [7]. Es bildet sich ein Thrombus, der die Arterie 
weiter verengt oder aber vollständig verschließt. Im Falle betroffener Herzgefäße würde dies 
zu einem akuten Myokardinfarkt führen, wohingegen bei Karotis-Gefäßen ein Schlaganfall das 
Resultat wäre. 
 
Abbildung 1: Entwicklungsstufen der Atherosklerose (aus Kuhlmann et al. [2]. Im Verlauf einer Gefäßerkrankung 
wächst eine initiale Läsion der Gefäßwand zu einem fibrösen Plaque, der das Gefäß verengt. Dieser Plaque kann 
sich lösen und einen Gefäßverschluss verursachen.  
Es gibt eine Vielzahl von Risikofaktoren, die die Entstehung und Entwicklung von 
Atherosklerose begünstigen [2]. Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren zählen der 
Cholesterinspiegel (Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin [LDL-C], High-density Lipoprotein-
Cholesterin [HDL-C]), arterieller Bluthochdruck, Übergewicht, geringe körperliche Aktivität, 
Rauchen und Diabetes mellitus. All diese Faktoren sind mittels geeigneter Intervention (Diät, 
Sport, Medikation o.ä.) so einstellbar, dass das zusätzliches Risiko minimiert wird. Des 
Weiteren gibt es nicht beeinflussbare Risikofaktoren, wie Alter, Geschlecht und genetische 
Prädisposition. Bislang wurden etwa 60 genetische Risikoloki der KHK beschrieben [8]. Das 
genetische Risiko ist zwar nicht änderbar, aber in Kombination mit einem gesunden Lebensstil 
lässt sich das Gesamtrisiko eines kardiovaskulären Ereignisses minimieren. Khera et al. [9] 
konnten mit Hilfe eines genetischen Risikoscores (GRS) zeigen, dass das Inzidenzrisiko für 
Personen mit niedrigem GRS und ungesundem Lebensstil vergleichbar ist mit dem Risiko von 
Personen mit hohem GRS und sehr gesundem Lebensstil.  




1.1.2 PCSK9 als wichtiger Einflussfaktor auf den Lipidstoffwechsel 
Da sich hauptsächlich LDL-Moleküle in die Gefäßwand einlagern und somit den oben 
beschriebenen Prozess in Gang setzen, stellen hohe LDL-C Werte einen unabhängigen, aber 
modifizierbaren Risikofaktor für ASVD dar. Die Senkung von LDL-C im Plasma ist daher von 
hohem therapeutischen Interesse.  
Die LDL-C Aufnahme vom Plasma in die Zelle wird durch den in der Zellmembran verankerten 
LDL-Rezeptor (LDL-R) vermittelt (eine Übersicht ist in Abb. 2 gegeben). Dieser bindet spezifisch 
an ApoB-100, was den Protein-Anteil von LDL darstellt. Nach der Bindung wird der LDL-C – 
LDL-R Komplex mittels Endozytose in die Zelle eingeschleust. Durch einen Abfall des pH-Werts 
im Endosom löst sich der Komplex wieder auf. Das LDL-C haltige Endosom-Innere fusioniert 
mit Lysosomen, während der LDL-Rezeptor wieder zurück an die Zellmembran transportiert 
wird [10].  
 
Abbildung 2: Aufnahme von LDL-Cholesterol (LDL) in eine Leberzelle (modifiziert aus Bergeron et al. [12]: die 
Abbildungen 1 und 2 wurden hier zusammengefasst). LDL bindet an den LDL-Rezeptor (LDL-R) und wird in die Zelle 
aufgenommen. Da im Endosom der pH-Wert sinkt, löst sich LDL vom Rezeptor. Dieser wird zurück an die 
Zellmembran geführt, während das LDL für den Stoffwechsel der Zelle genutzt werden kann.  
Die Medikation mit Statinen ist das Mittel erster Wahl zur Senkung des LDL-C-Spiegels [11]. 
Zusätzlich wirken Statine primär- und sekundärprophylaktisch, sie senken also das Risiko von 
kardiovaskulären Ereignissen [12]. Die Wirkung von Statin beruht auf der kompetitiven 
Inhibition der HMG-CoA Reduktase, wodurch ein Abfall des intrazellulären Cholesterins 
verursacht wird. In Folge dessen wird die Expression von LDL-R verstärkt, was zu einer höheren 
Aufnahme von LDL-C in die Zellen und somit zu einer LDL-C Reduktion im Plasma führt [13]. 
Die maximale LDL-C Reduktion durch Statine liegt zwischen 25 und 60% (in Abhängigkeit von 
dem pharmazeutischen Derivat und der Dosis). Ein Grund für diese Limitation ist die 
Gegenregulation der Zellen. Die Aktivierung der LDL-R Expression erfolgt durch den 




Transkriptionsfaktor SREBP2 (sterol regulatory element binding protein-2). Dieser Faktor 
aktiviert jedoch auch PCSK9 (Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9), welches an LDL-R 
binden kann. Die LDL-C-Bindung und die Endozytose werden dadurch nicht beeinträchtigt, 
aber im Endosom kommt es nicht mehr zur Trennung von LDL-R, LDL-C und PCSK9. Daher 
werden alle Proteine im Lysosom abgebaut. PCSK9 reduziert also die Anzahl verfügbarer LDL-
Rezeptoren, wodurch die LDL-C Aufnahme gehemmt ist [13] (s. Abb. 3). 
 
Abbildung 3: Aufnahme von LDL-Cholesterol (LDL) in eine Leberzelle, die durch PCSK9 beeinflusst wird (aus 
Bergeron et al. [12]). Im Unterschied zu Abb. 2 bindet hier PCSK9 an den LDL-Rezeptor (LDL-R). Der Komplex aus 
LDL, LDL-R und PCSK9 wird gemeinsam in die Zelle aufgenommen. Allerdings löst sich hier nicht mehr das LDL vom 
Rezeptor, und der Rezeptor wird zusammen mit dem LDL lysiert. Daher führt PCSK9 zu einer Reduktion von LDL-R 
in Leberzellen und damit zu einer verminderten LDL-Aufnahme aus dem Blut.  
PCSK9 ist damit ein wichtiger Regulator des Lipidmetabolismus und ebenfalls von 
therapeutischem Interesse. Hier gibt es mehrere Ansatzpunkte für PCSK9-Inhibitioren [13], 
zum Beispiel small interfering RNA, die die Degradation von PCSK9 mRNA unterstützen, oder 
kleine Peptide, die durch strukturelle Ähnlichkeit mit dem LDL-Rezeptor an PCSK9 binden 
können und damit eine kompetitive Hemmung bewirken. Bereits in klinischen Studien 
erfolgreich waren zwei monoklonale Antikörper, Alirocumab [14] und Evolocumab [15], die an 
freies PCSK9 im Plasma binden und dadurch eine Bindung von PCSK9 an LDL-R verhindern. Im 
Fall von Evolocumab konnte nicht nur eine Reduzierung von LDL-C gezeigt werden, sondern 
auch eine signifikante Reduktion kardiovaskulärer Ereignisse [15].  
 
 




1.1.3 Grundlagen der Genetik 
Die genetische Information ist in Form der DNA-Sequenz gespeichert. Ein DNA-Strang besteht 
aus einem Rückgrat aus Phosphatdesoxyribosen und den vier Basen Adenin (A), Guanin (G), 
Thymin (T) und Cytosin (C). Im Normalfall liegt die DNA als Doppelstrang vor, das heißt, sie ist 
verbunden mit ihrem Gegenstrang in der komplementären Basenreihenfolge. Hierbei bindet 
A über Wasserstoffbrücken an T bzw. C an G.  
Die kodierenden Bereiche der DNA werden mittels Transkription in mRNA umgeschrieben; 
nach der Translation und möglichen Modifikationen entstehen fertige Proteine. Das 
menschliche Genom besteht aus einem diploiden Chromosomensatz mit 23 Chromosomen 
(22 autosomale + X), die insgesamt etwa 3,27x109 Basenpaaren (bp) umfassen.  
Mutationen sind spontan auftretende, aber dauerhaft bleibende Veränderungen des Erbguts 
[16]. Diese Arbeit befasst sich ausschließlich mit Punktmutationen, daher werden 
Chromosom- oder Genommutationen hier nicht behandelt. Eine Punktmutation betrifft eine 
einzelne Base in der DNA, die entweder durch eine andere ausgetauscht wird (Bsp: A -> C), 
durch Deletion entfernt wird (A -> -), oder durch Insertion neu dazu kommt (- -> A; Indel = 
Insertion oder Deletion). Als SNPs (single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotid-
Polymorphismus) werden die „erfolgreichen“ Punktmutationen bezeichnet, die sich in einer 
Population zu einem gewissen Grad durchgesetzt haben, beispielsweise wenn das seltene Allel 
häufiger als 1% vorhanden ist (MAF, minor allel frequency). Hier sind daher an einer Position 
zwei (oder mehr) Basen möglich (s. Abb. 4). SNPs können überall im Genom auftreten und 
repräsentieren einen großen Teil der individuellen genetischen Variation innerhalb einer 
Population. Der Genotyp eines SNPs ist in diesem Zusammenhang die individuelle 
Kombination der beiden Allele.  
 
Abbildung 4: Ein Beispiel für einen G/T-SNP. An der neunten Basenposition dieses Beispiels kann entweder die 
Base G (grün) oder T (rot) eingebaut sein. Je nach Kombination der Allele ist der resultierende Genotyp hier 
homozygot GG, heterozygot GT oder homozygot TT. 
Die Folgen eines SNPs können sehr unterschiedlich sein, je nach Lokalisation und Funktion. 
Beispielsweise kann ein SNP im nicht-kodierenden Bereich die Bindungsstärke eines 
Transkriptionsfaktors beeinflussen und somit einen Effekt auf die Expressionsrate eines Gens 




ausüben, der sich in der Konzentration des Proteins in der Zelle oder im Blut widerspiegelt. 
Weitere Beispiele sind SNPs im kodierenden Bereich eines Genes. Hier kann man grob 
unterscheiden zwischen synonymen Mutationen, deren Basenaustausch keine Konsequenzen 
auf die Aminosäuren hat, Missense-Mutationen, deren Basenaustausch die Aminosäure 
ändert, und Nonsense-Mutationen, die zu einem verfrühten Stop Codon führen. Missense- 
und Nonsense-Mutationen können Auswirkungen auf die Funktionalität des Proteins haben. 
Ein Beispiel dafür ist die Blutgruppe 0, die durch eine Nonsense-Mutation in einem 
Glycosyltransferase-Gen entsteht.  
Ob SNPs mit Krankheitsphänotypen assoziiert sind, kann mittels genomweiter 
Assoziationsanalysen (GWAS) getestet werden (s. auch Kapitel 1.3.4). Ein Allel wird dazu als 
Referenz festgelegt und auf 0 kodiert, das andere bezeichnet man als Effekt-Allel und wird auf 
1 codiert. Im additiven Modell nimmt man an, dass sich die Wirkung pro Effekt-Allel addiert. 
Daher kann die Gendosis als Summe beider Allele berechnet werden. Im Beispiel von 
Abbildung 4 hätte also eine Person mit Genotyp GG eine Gendosis von 0, während eine Person 
mit Genotyp TT eine Dosis von 2 hätte (G als Referenz-Allel, T als Effekt-Allel). 
Es ist zu beachten, dass das Genom eine Haploblock-Struktur aufweist. Ein Haploblock ist 
definiert als Kombination von SNPs, die in paarweise hohem Kopplungsungleichgewicht 
(Linkage-disequilibrium, LD) auf einem Chromosom liegen und typischerweise gemeinsam 
vererbt werden [16] (s. Abb. 5). Das heißt, SNPs sind nicht per se stochastisch unabhängig 
voneinander. Benachbarte SNPs werden häufiger zusammen vererbt und sind daher mitunter 
stark korreliert. Ein wichtiges Maß des LDs ist r². Es hängt von den Allelfrequenzen ab und ist 
definiert als das Quadrat des Pearson-Korrelationskoeffizienten r. Eine Konsequenz daraus ist, 
dass man in einer GWAS nicht zwingend eine kausale Variante detektiert, sondern einen SNP 
in hohem LD mit der kausalen Variante (indirekte Assoziation). 
 
Abbildung 5: Ein Beispiel für die Haploblock-Struktur des Genoms. Von drei Personen wurde der Haplotyp eines 
Allels bestimmt. Der Haplotyp im Bereich eines Gens für alle drei Personen ist in diesem Beispiel gleich (roter 
Kasten). Ursache hierfür ist die hohe Konservierung von funktionellen Bereichen wie die eines wichtigen Gens, d.h. 
diese Bereiche werden en bloc vererbt. Innerhalb des Haploblocks ist das paarweise LD sehr hoch; das LD mit SNPs 
außerhalb des Blocks ist tendenziell niedriger.  




1.2 Fragestellung der Arbeit 
Die koronare Herzkrankheit ist immer noch die häufigste Todesursache in den 
Industrienationen (WHO 2015, [17]). Subklinische Formen der Atherosklerose, wie Karotis-
Plaques, gelten als Risikofaktoren für Schlaganfall und KHK. Eine genetische Prädisposition für 
atherosklerotische Erkrankungen stellt ein von anderen Faktoren unabhängiges Risiko dar. 
Während der genetische Einfluss auf KHK bereits weitgehend in Meta-Studien beschrieben 
wurde, ist der Einfluss der Genetik auf die Atherosklerose der Karotis noch nicht abschließend 
geklärt. Das Ziel dieser Arbeit ist daher die Klärung der Frage, in wie weit Genetik einen Einfluss 
auf die Anfälligkeit für Karotis-Plaques hat. Um dieses Ziel zu erreichen, werden die folgenden 
drei Fragestellungen bearbeitet.  
Zuerst muss die Frage beantwortet werden, ob und welche genetische Varianten mit Karotis-
Plaques assoziiert sind. Hier ist es von Interesse, nicht nur die reine Prävalenz zu testen, 
sondern auch die Anzahl an Plaques zu betrachten, mit der Fragestellung, ob es genetische 
Unterschiede bei Patienten mit nur einem Karotis-Plaque gegenüber denen mit mehreren 
Plaques gibt. Um diese Fragen ausführlich zu beantworten, wurden genomweite 
Assoziationsstudien zu Karotis-Plaques sowohl mit als auch ohne Kontrollen durchgeführt. Die 
Analyse ohne Kontrollen soll prüfen, ob der Schweregrad zusätzliche Varianten aufweist, die 
bei der Analyse der Prävalenz nicht detektiert werden können. 
Karotis-Plaques sind nur eine Ausprägung der Atherosklerose. Daher ist es naheliegend, einen 
gemeinsamen Pathomechanismus für Karotis-Plaques und anderen Formen der 
Atherosklerose, beispielsweise KHK, anzunehmen. Somit geht eine zweite Analyse der Frage 
nach, wie sich bekannte KHK-Loki zu Karotis-Plaques verhalten. Diese Fragestellung umfasst 
nicht nur eine Prüfung der signifikanten Loki und einer damit verbundenen Enrichment-
Analyse, sondern auch die Erstellung eines genetischen Risiko-Scores aus KHK-Loki und 
anschließende Auswertung des Scores bezüglich Karotis-Plaques.   
Ein interessanter KHK-Lokus ist das Gen PCSK9, dessen Genprodukt einen Einfluss auf den 
Lipidmetabolismus hat. Eine Lipidstörung ist ebenfalls ein Risikofaktor für Atherosklerose in 
der Karotis. Es ist daher plausibel anzunehmen, dass dieser Lokus auch mit Karotis-
Veränderungen assoziiert ist, jedoch die Power der Analysen bislang nicht ausreichten, um 
diesen Effekt zu detektieren. Anhand dieses Lokus soll exemplarisch die Frage geklärt werden, 
wie die genetischen Risiko-Loki auf Karotis-Plaques wirken und ob es kausale Effekte von 
PCSK9 auf subklinische Formen der Atherosklerose gibt. Um diese Frage zu beantworten, wird 
zunächst eine GWAS zu PCSK9-Plasmaspiegeln durchgeführt. Die dort detektierten Varianten 








1.3 Material und Methoden 
Im Folgenden werden kurz die beiden LIFE Studien vorgestellt, die die Datengrundlage für die 
weiteren Analysen bilden, und die betrachteten Phänotypen der Atherosklerose definiert. 
Anschließend werden die wichtigsten Methoden umrissen, die in dieser Arbeit verwendet 
wurden. Das umfasst sowohl die Grundlagen (Genotyp-Calling, Imputation und GWAS-
Pipeline) als auch speziellere Methoden wie die Enrichment Analyse und die Mendelsche 
Randomisierung.   
 
1.3.1 Beschreibung der LIFE-Studien 
Das Leipziger Forschungszentrum für Zivilisationserkrankungen (LIFE, Leipzig Interdisciplinary 
research cluster of genetic Factors, clinical phenotypes and Environment) umfasst unter 
anderem zwei große Erwachsenenkohorten: LIFE-Adult und LIFE-Heart.  
LIFE-Adult ist eine Querschnittsstudie der Bevölkerung Leipzigs [18]. Etwa 10,000 Teilnehmer 
wurden zwischen 2011 und 2014 eingeladen und umfangreich untersucht. Dabei wurden viele 
verschiedene Parameter erhoben, die Rückschlüsse auf die allgemeine Gesundheit, sowie auf 
spezifische Zivilisationskrankheiten wie etwa Bluthochdruck, Übergewicht, Diabetes und Herz- 
und Gefäßkrankheiten zulassen.  Ein Fokus lag hierbei auf der subklinischen Atherosklerose, 
daher wurde die Karotis aller Teilnehmer mittels Ultraschall untersucht, die cIMT vermessen 
und Plaques in den verschiedenen Segmenten der Karotis notiert (s. auch Kap. 1.3.2). 
Zusätzlich wurde der Knöchel-Arm-Index (ABI) mittels Vicorder bestimmt, um den Gefäßstatus 
in den peripheren Gefäßen zu erfassen. Bei etwa der Hälfte der Probanden (n=4985) liegen 
genetische Daten vor, die mittels genomweiter SNP-Arrays bestimmt wurden. Ein Follow-Up 
der Studie ist in Planung.  
Im Rahmen der LIFE-Leipzig Heart Studie (LIFE-Heart) wurden etwa 7000 Patienten des 
Leipziger Herzzentrums im Zeitraum von 2006 bis 2014 rekrutiert [19]. Einschlusskriterien 
waren Verdacht auf koronare Herzerkrankung, manifeste Herzerkrankung oder 
Myokardinfarkt (MI). Hier erfolgte eine tiefgehende Untersuchung zum Gefäßstatus durch 
Koronarangiographie. Im Verdachtskollektiv (n=3500) wurde der Status der Karotis-Gefäße 
analog zu LIFE-Adult mittels Karotis-Ultraschall erfasst. Der ABI wurde mittels Doppler 
Ultraschall bestimmt. Auch hier wurden genomweite SNP-Arrays zur genetischen 
Charakterisierung verwendet (n=5700). Zusätzlich zu den Labormessungen von 
Lipidparametern wurden die PCSK9-Plasmaspiegel für Patienten mit Verdacht auf KHK 
(n=3500) bestimmt.  
Beide Studien entsprechen den ethischen Standards der Deklaration von Helsinki und wurden 
von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig genehmigt 
(Registrierungsnummern LIFE-Adult: 263-2009-14122009; LIFE-Heart: 276-2005). Zusätzlich 
ist LIFE-Heart registriert bei ClinicalTrials.gov (Registrierungsnummer: NCT00497887). Alle 
Teilnehmer haben ihr schriftliches Einverständnis zu genetischen Analysen gegeben.  




1.3.2 Betrachtete Phänotypen der Atherosklerose 
In dieser Arbeit wird die ASVD in drei verschiedenen Lokalisationen betrachtet: in den 
Herzgefäßen, in der Karotis und in den Beingefäßen. Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf 
den Karotis-Arterien liegt, wird auf die Definition der Karotis-Phänotypen vertieft 
eingegangen. Die Phänotyp-Definitionen der Herz- und Beingefäße werden nur kurz 
dargestellt.  
 
Atherosklerose in der Karotis 
Der Atherosklerose-Status der Karotisgefäße wurde in beiden Studien mittels Ultraschall 
gemäß einer SOP (standard operating procedure) erfasst [20]. Hierbei wurden folgende 
Arterien analysiert: Arteria carotis communis (CCA), Sinus caroticus (Bulbus), A. carotis interna 
(ICA) und A. carotis externa (ECA), jeweils rechts und links (siehe Abb. 6A). Ein 
atherosklerotischer Plaque wurde definiert als Intima-Media-Dicke (IMT) > 15 mm oder fokale 
Intima-Media-Verdickung auf +0.5 mm oder >50% der benachbarten IMT, wobei die Messung 
für CCA 3 cm distal und für ICA und ECA 1.5 cm proximal durchgeführt wurde [20, 21] (siehe 
Abb. 6B).  
 
Abbildung 6: A) Schematischer Verlauf der Karotis-Gefäße (Carotid Artery) am Hals entlang (aus [22]). 
Eingezeichnet sind sowohl die Hauptschlagader (Common carotid artery, CCA), als auch die externe und interne 
Karotis (external carotid artery, ECA; bzw. internal carotid artery, ICA). Die Aufspaltung der CCA zur ECA und ICA 
stellt den Bulbus dar B) Schematische Abbildung des Messbereichs für die Plaque-Detektion. Ein Plaque wurde 
definiert als Intima-Media-Dicke (IMT) > 15mm oder fokale Intima-Media-Verdickung auf +0.5 mm oder >50% der 
benachbarten IMT. Die Messung für CCA wurde 3 cm distal und für ICA und ECA 1.5 cm proximal der Bifurkation 
durchgeführt.  
Insgesamt wurde damit die Plaque-Präsenz (ja/nein = 1/0) in der Karotis an acht 
verschiedenen Stellen detektiert (abgekürzt als , wobei  ∈ CCA,	Bulbus,	ECA,	ICA und  ∈ rechts,	links). Eine fehlende oder nicht beurteilbare Messung wurde als NA (not 
available, nicht verfügbar) notiert. Daraus lassen sich drei Phänotypen ableiten: 
 
• Plaque-Prävalenz PP:  




 =  1 falls	mindestens	ein	 = 1																					0 falls	alle	 = 0	und	höchstens	2		NANA falls	alle	=0	und	mehr	als	2	 	NA			  
 
• Plaque-Score PS in CCA und Bulbus:  ) =* ,	wobei	 ∈ CCA,	Bulbus	und	NA,	falls	mehr	als	ein	 	NA 
 
• Plaque-Score PS8 über alle Lokalisationen:  )8 = * ,	wobei	 ∈ CCA,	Bulbus,	ICA,	ECA	und	NA,	falls	mehr	als	zwei		NA 
 
Dies bedeutet für die Phänotypdefinition, dass die Plaque-Präsenz 1 oder 2 Fehlwerte 
aufweisen darf, bevor der Phänotyp PS oder PS8 selbst auf „fehlend“ gesetzt wird. Neben der 
Plaque-Belastung wurde die Intima-Media-Dicke (IMT) der ACC rechts und links vermessen 
(EchoPAC Dimension 06, GE Medical Systems, Munich, Germany) [4], wobei hier der 
Mittelwert der Mittelwerte beider Seiten als Phänotyp (cIMT) verwendet wurde.  
 
Atherosklerose in den Koronararterien 
Der Gefäßstatus der Koronararterien wurde durch eine Koronarangiographie bestimmt. Dies 
ist ein invasiver Eingriff, der nur bei Patienten der LIFE-Heart Studie im Herzzentrum Leipzig 
indiziert war.  
In der Herzkatheter-Untersuchung wurden drei große Arterien berücksichtigt (R. circumflexus, 
R. interventricularis anterior und A. coronaria dextra, s. Abb. 7). Um den Koronarstatus zu 
beschreiben, wurden zwei Phänotypen definiert. Der erste Phänotyp ist der CAD-Status 
(coronary artery disease ≙ KHK), wobei CAD definiert ist als eine Stenose ≥ 50% in mindestens 
einem der drei Gefäße. Eingeschränkt auf das Verdachtskollektiv von LIFE-Heart (n=3500) 
wurde bei 42% der Patienten eine solche Stenose festgestellt.  
Zusätzlich zum CAD-Status wurde als zweiter Phänotyp der Schweregrad der KHK im NVD50 
Score erfasst (number of vessel diseased with stenosis of ≥ 50% luminal reduction). NVD50 ist 
definiert als 0, falls lediglich Sklerosen mit weniger als 25% luminaler Reduktion detektiert 
wurden, 0.5, falls eine Sklerose zwischen 25% und 50% detektiert wurde und 1, 2 bzw. 3, für 
ein, zwei bzw. drei betroffene Gefäße mit ≥ 50% Volumenreduktion.  
 





Abbildung 7: Schematischer Verlauf der Koronar-Gefäße (aus [23]). Von den gezeigten Gefäßen wurde der 
Stenosegrad in R. circumflexus, R. interventricularis anterior und A. coronaria dextra untersucht. Eine KHK wurde 
diagnostiziert bei einer Stenose von ≥50% Reduktion des Gefäßlumens.  
 
Atherosklerose in der Peripherie 
Zur Erfassung des Gefäßstatus in den peripheren Gefäßen wurde der Knöchel-Arm-Index 
ermittelt (ABI). Dies wurde mit unterschiedlichen Methoden in LIFE-Heart und LIFE-Adult 
bestimmt.  
In LIFE-Adult wurde der ABI mittels Photoplethysmographie (PPG) mit dem Gerät Vicorder 
(SMT Medical, Deutschland/Skidmore Medical, UK) gemessen. Pro Arm bzw. Knöchel wurden 
je drei PPG basierte Verschlussdruckmessungen durchgeführt. Der ABI wurde anschließend 
als Minimum der Quotienten der Verschlussdrücke von Knöchel zu Arm von rechts und links 
berechnet: 
012 = min3456457 , 4584579, 
wobei 456 bzw. 458 der mittlere Verschlussdruck am rechten bzw. linken Knöchel ist und 457 der mittlere Verschlussdruck beider Arme.   
In LIFE-Heart wurde der Doppler Ultraschall angewandt (Huntleigh Mini-Dopplex, Kempen, 
Germany). Beide Knöchel und der rechte Arm wurden je zweimal gemessen. Anschließend 
wurden die Werte gemittelt und die Quotienten wie oben gebildet. Auch hier wurde der 
minimale Wert des ABI von linkem und rechtem Knöchel als Phänotyp für die Analysen 
verwendet.  
Aus dem kontinuierlichen Phänotyp ABI wurde die periphere arterielle Verschlusskrankheit 
(PAD, peripheral artery disease) als ABI<0.9 festgelegt. Zusätzlich wurden alle Fälle, bei denen 
eine PAD aus der Anamnese bekannt ist, auf PAD = 1 gesetzt.  
 




1.3.3 Grundlegende Methoden der Genotypisierung 
Genotyp-Calling 
Für beide LIFE Studien wurde ein Affymetrix SNP-Array verwendet, wobei für ein Teil der LIFE-
Heart Studie ein modifizierter Array vorlag, der zusätzliche Kandidaten-SNPs der KHK 
beinhaltete. Das Calling wurde mit der jeweiligen aktuellen Version der „Affymetrix Power 
Tools“ gemäß der Affymetrix Guideline [24] durchgeführt. Dabei wurden Samples und SNPs 
gefiltert. Insgesamt gab es zum Zeitpunkt der Auswertung Genetikdaten von etwa 580,000 
SNPs zu 4985 Samples in LIFE-Adult und 5700 in LIFE-Heart.  
Sample-Qualitätskriterien Schranke Bedeutung 
Dish QC < 0.82 Kontraststärke des Arrays 






Verwandtschaftsanalyse > 0.6 
Klärung der Familienstruktur 
Kontrolle auf Duplikate 
Hauptkomponentenanalyse 
(PCA) 
> 6*SD Detektion von ethnischen Ausreißern 
Tabelle 1: Sample-Qualitätskriterien und ihre jeweiligen Schranken. Ausreißer im XY-Intensitäts-Plot waren 
Samples mit deutlich erhöhter Y-Intensität bei Männern bzw. deutlich verringerter oder erhöhter X-Intensität bei 
Frauen. Die Verwandtschaft wurde anhand der Methode von Wang [25] bestimmt. Für die 
Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurden die ersten 10 Hauptkomponenten (PCs) bestimmt. Als Ausreißer 
wurden hier Samples definiert, die in einer der ersten 10 PCs mehr als 6 SD (Standardabweichung) vom jeweiligen 
Mittelwert abweichen. 
Neben den von Affymetrix empfohlenen Sample-Filterungen bezüglich Signalkontrast und 
Sample-Call-Rate wurden Samples mit falscher Geschlechtszuordnung, hoher paarweiser 
Verwandtschaft und ethnische Ausreißer bezüglich der ersten 10 Eigenvektoren gefiltert. Für 
X-chromosomale Analysen wurden Ausreißer bezüglich der X- und Y-Intensitäten gefiltert (z.B. 
vermutliche X-Frauen, XXX-Frauen, XXY-Männer). Alle Sample-Kriterien sind in Tabelle 1 
zusammengefasst.  
Die SNPs wurden hinsichtlich Cluster-Kriterien von Affymetrix (FDL, HetSO, HomRO, nMA) 
gefiltert [24]. Zusätzlich wurde auf SNP-Call-Rate, Abweichung vom Hardy-Weinberg 
Gleichgewicht (HWE), Batcheffekte der Arrays und MAF kontrolliert. Für X-chromosomale 
SNPs wurden Kriterien verwendet, wie sie von König et al. [26] vorgeschlagen wurden. Dazu 
gehört, dass bei allen X-chromosomalen SNPs die heterozygoten Genotypen der Männer auf 
„fehlend“ gesetzt werden. Alle SNP-Kriterien sind in Tabelle 2 zusammengefasst.  
 
Imputation 
Ein wichtiges Maß für die Qualität eines SNP-Microarrays ist die Coverage. Diese beschreibt 
den Anteil an Referenz-SNPs, die in hinreichend hohem LD mit den Array-SNPs sind. Die 
Coverage ist abhängig von der verwendeten Referenz, der ethnischen Herkunft der 
Population, dem verwendeten LD-Niveau und dem Cut-Off für seltene Varianten.  




SNP-Qualitätskriterien  Schranke Bedeutung 
Call Rate (CR) 
< 97% 
(< 98%) 
Qualität der Genotyp-Bestimmung pro SNP 





p-Wert von Fisher’s Exakter Test 
(Chr. X: eingeschränkt auf Frauen) 
Platten-Assoziation (PA) < 10-7 p-Wert von Chi-Quadrat Test  
Minor Allel Frequenz (MAF) 
= 0 
(< 1%) 
Filterung seltener/monomorpher Varianten 
(Chr. X: getrennt für Männer und Frauen) 
Anzahl Minor Allels (nMA) < 2 Filterung seltener/monomorpher SNPs 
Fishers Linear Discriminant 
(FLD) 
< 3.6 
Minimaler Abstand zwischen den Clustern  
(bzgl. X-Achse)  
Heterozygous Cluster 
Strength Offset (HetSO) 
< -0.1 
Abstand des AB-Clusters zu AA bzw. BB  
(bzgl. Y-Achse)  
Homozygote Ratio Offset 
(HomRO) 
< -0.9 (3 Cluster) 
Verteilung der Cluster (bzgl. der X-Achse) <  0.3 (2 Cluster) 
<  0.6 (1 Cluster) 
Tabelle 2: SNP-Qualitätskriterien und deren Schranken. Die Cluster-Kriterien nMA, FLD, HetSO und HomRO 
wurden direkt durch die Powertools berechnet und gemäß der Affymetrix-Empfehlung angewendet [24]. Die Call 
Rate, HWE-Abweichung, Plattenassoziation und MAF wurden mittels der Statistik-Software R berechnet und 
gemäß eigener Schranken verwendet. Für X-chromosomale SNPs wurden CR, HWE und MAF getrennt nach 
Männer und Frauen (CR, MAF) bzw. nur für Frauen (HWE) berechnet und Schranken gemäß der Empfehlung von 
König et al. [26] verwendet.  
Die verwendeten Arrays haben eine hohe Coverage von etwa 90% (Referenz 1000 Genomes 
Project [27], CEU Population, r²>0.8, MAF≥1%). Man kann mittels der Überschneidung an SNPs 
in Referenz und eigenen Daten sowie unter Nutzung von LD die fehlenden Genotypen 
abschätzen. Dieses Verfahren nennt man Genotyp-Imputation. Es gliedert sich grob in drei 
Schritte: Zuerst müssen die SNP-Daten an die Referenz angepasst werden. Dafür sollen die 
Angaben zu Chromosom, RS-ID, Position auf dem Chromosom und die beiden Allele 
übereinstimmen. Als Referenz wurde zunächst 1000 Genomes Phase 1, Version 3 (2012) 
verwendet (Kapitel 2.1), später wurde der Datensatz auf die Referenz 1000 Genomes Phase 3, 
Version 5 (2015) aktualisiert (Kapitel 2.2 und 2.3).  
Anschließend führt man eine sogenannte Phasierung durch, bei der die Haplotypen der SNP-
Daten geschätzt werden. Mittels eines Hidden-Markov-Models und der Referenz-Haplotypen 
wird für die gegebenen SNPs der wahrscheinlichste Haplotyp als Kombination von 
Referenzhaplotypen modelliert (Software SHAPEIT Version v2.r837 [28]) .  
Im letzten Schritt wird dann aus den modellierten Haplotypen der wahrscheinlichste Genotyp 
der benachbarten SNPs geschätzt (Software IMPUTE2 Version 2.3.2 [29]). Die Güte der 
Schätzung wird im info-Score gespeichert. Insgesamt wird durch diesen Vorgang die SNP-Zahl 
von ∼580,000 auf etwa 38 Mio. SNPs (Phase 1) bzw. 85 Mio. SNPs (Phase 3) erhöht, wobei 
etwa 20 Mio. SNPs (Phase 1) bzw. 38 Mio. SNPs (Phase 3) mit einem info-Score>0.3 eine 
ausreichende Imputationsqualität hatten.  
 




1.3.4 Grundlagen der genomweiten Assoziationsanalyse 
Eine genomweite Assoziationsanalyse (GWAS) besteht aus vielen einzelnen Analyse- und 
Auswerteschritten, die in einer GWAS-Pipeline der AG Genetische Statistik verbunden 
wurden. Eine Übersicht ist in Abbildung 8 angegeben.  
Als Input werden die imputierten Genotypen und die zugehörigen Phänotypen benötigt. Die 
Pipeline berechnet die Assoziation jedes SNPs mit dem Phänotyp mittels PLINK oder SNPTEST 
[30] (Version 2.5.2), wobei man verschiedene genetische Modelle wählen kann (Standard: 
additiver Alleleffekt). Ein übliches Modell ist das lineare Regressionsmodell mit der Gendosis : als Einflussgröße und der Phänotyp ; als kontinuierliche Zielgröße:  
;~=> + = ∗ : + = ∗ A + B,	 
 = 1,…D	Patienten,	 = 1, … ,F	SNPs, 
wobei = den Regressionsparameter des SNPs, A die Kovariablen (z.B. Alter und Geschlecht), = die Regressionsparameter der Kovariablen und B den Fehlerterm darstellen. Am Ende der 
Assoziationsberechnung hat man zu jedem der SNPs den Effektschätzer =HI , den zugehörigen 
Standardfehler JK(=HI ) und den p-Wert.  
Um möglichst valide Hits zu erhalten, wird die SNP-Liste auf eine Top-Liste reduziert. Hierbei 
sind die wichtigsten Filterkriterien die MAF, der info-Score und der p-Wert. Die Grenze für den 
p-Wert kann für die Top-Liste auf p<1x10-6 gesetzt werden. Dadurch erhält man neben den 
genomweit signifikanten Varianten (p<5x10-8, Bonferroni-Korrektur) auch suggestive Hits, die 
eine genomweit signifikante Variante unterstützen oder neue Loki aufzeigen, für die eventuell 
die Power der Analyse nicht hoch genug war.  
Zusätzlich wird das LD der Varianten analysiert. Hier wird ein priority pruning angewendet, 
d.h. dass von zwei SNPs in hohem LD die Variante mit kleinerem p-Wert in der Top-Liste 
verbleibt. 
Um die Funktionalität der SNPs zu analysieren, folgt eine Annotation der Top-Liste, das heißt 
ein direkter Vergleich der Ergebnisse mit öffentlichen Ressourcen:  
• Annotation der umliegenden Gene (± 250 kb) und ggf. eine Beschreibung der funktionellen 
Relevanz (z.B. Lokalisation in einem Exon) mittels der Ensembl Datenbank [31]. 
• Listung aller bereits als assoziiert berichteten Phänotypen des Tophits bzw. des Lokus. 
Dazu wird die Top-Liste mit dem GWAS Katalog [32] verglichen und Phänotypassoziationen 
mit SNPs in LD r²>0.3 notiert.  
• Um zu klären, ob SNPs der Top-Liste einen Einfluss auf Expressionsniveaus von Genen 
haben, werden die Top-SNPs mit eQTL-Datenbanken (z.B. GTEx [33]) abgeglichen. Hier 
wird ebenfalls ein LD-Cutoff von 0.3 verwendet und sowohl cis- als auch trans-regulierte 
Gene notiert.   




• Die bei der Genannotation gefunden Gene und die eQTL Gene werden mit Pathway-
Datenbanken wie DOSE [34] verglichen, um zu prüfen, ob es innerhalb biologischer 
Pathways Häufungen der gefundenen Gene gibt. 
Das Ergebnis der Pipeline ist daher nicht nur eine Liste der SNP-Assoziationen, sondern auch 
eine Bewertung der Neuheit einer Assoziation, deren Einfluss auf die Genexpression und 
welche biologischen Pathways verstärkt betroffen sind. Zusätzlich werden für die 
Interpretation relevante Plots erzeugt (z.B. QQ-Plots, Manhattan-Plot und Regional 
Assoziation Plot). 
Um die Power zur Bestimmung genetischer Assoziationen zu erhöhen, kann man mehrere 
GWAS zum gleichen Phänotyp im Rahmen einer Meta-Analyse zusammenfassen. In dieser 
Arbeit wurden LIFE-Heart und LIFE-Adult beispielsweise für den Endpunkt PS meta-analysiert, 
da in beiden Studien die Karotissonographie gleich durchgeführt wurde und der Endpunkt PS 
nach gleicher Definition erstellt wurde.  
Es gibt mehrere Methoden, um eine Meta-GWAS durchzuführen. Eine der bekanntesten ist 
die fixed-effect Methode [35]: hier wird angenommen, dass der genetische Effekt aller Studien 
der gleiche ist. Meistens wird eine Gewichtung durch die inverse Varianz vorgenommen: 
=NO = ∑ =NQQ ∗ RQ∑ RQQ ,	wobei	RQ = JK(=NQ)	ST	und	UVWX=NOY = 1∑ RQQ , 
bei k=1, …, K Studien und j=1, …, J SNPs. Anschließend kann die entstandene SNP-Liste analog 
zur GWAS-Pipeline annotiert werden.  





Abbildung 8: Schematische und vereinfachte Darstellung des Ablaufs einer GWAS bzw. Meta-GWAS nach einer 
Pipeline der AG Genetische Statistik des IMISE. Für eine GWAS benötigt man neben den Genetikdaten auch die 
geprüften und richtig zugeordneten Phänotypdaten und Kovariablen. Zum Start der Pipeline werden neben den 
SNP-Filter-Kriterien auch das genetische Modell (z.B. additiv) und das Regressionsmodell angegeben. Für die 
Meta-Analyse werden die ungefilterten Assoziationsergebnisse extrahiert und zusammen mit den Ergebnissen 
der anderen Studie auf die gleiche SNP-Menge eingeschränkt. Nach der Meta-Analyse kann die SNP-Liste wieder 
in die GWAS-Pipeline zurückgespielt und annotiert werden.    
 
1.3.5 Enrichment Analyse  
Plaques in der Karotis sind mit dem Vorliegen koronarer Stenosen assoziiert [36]. Beide 
werden durch ähnliche Risikofaktoren beeinflusst, was einen gemeinsamen 
Pathomechanismus nahelegt. Daher war es bei dieser Arbeit auch von Interesse zu testen, ob 
und wie viele genetische Risikoloki der KHK auch mit Karotis-Plaque assoziiert sind. Um zu 
prüfen, ob die beobachtete Überschneidung mehr als zufällig ist, wurden Enrichment-
Analysen durchgeführt. Diese werden hier kurz beschrieben.  
Es werden m Risiko-SNPs des Phänotyps Y auf Assoziation mit Phänotyp X getestet. Man 
betrachtet nun zwei Aspekte: die Signifikanz und die Konkordanz. Es seien n SNPs signifikant, 




d.h. der Effekt des SNPs auf X unterscheidet sich signifikant von null, und k SNPs konkordant, 
d.h. die Effektrichtung des SNPs auf X ist die gleiche wie auf Y. Daraus lässt sich eine Vier-
Felder-Tafel erstellen, mit der man eine Odds-Ratio (OR) bestimmen kann (schematisch in Tab. 
3 aufgeführt).  
 Nicht konkordant Konkordant  
Nicht signifikant a b m-n 
Signifikant c d n 
 m-k k m 
Tabelle 3: Beispielhafte Vierfeldertafel in der Enrichment-Analyse. Eine Liste von m SNPs wird auf Signifikanz und 
Konkordanz geprüft (gepaartes Setting). Hier bedeutet Signifikanz „von Null verschiedener Effekt“ zu einem 
Signifikanzniveau von beispielsweise 5% und Konkordanz, dass das Vorzeichen des Effekts, bezogen auf das 
gleiche Effekt-Allel, mit dem in der Literatur übereinstimmt.   
Um eine signifikante Anreicherung auf einfache Art zu testen, nutzt man nur die d SNPs, die 
sowohl signifikant als auch konkordant sind. Diese können mit einem einfachen Binomialtest 
zum Signifikanz-Niveau 2.5% getestet werden (d Treffer bei m Versuchen). Die Nullhypothese 
lautet „Die (zufällige) Treffer-Wahrscheinlichkeit liegt bei 2.5%“ mit der Überlegung, dass 
zufällig die Assoziation von 5% der SNPs signifikant wird und davon zufällig 50% konkordant 
sind. Daher ist es die Frage, ob die Beobachtung von d signifikanten und konkordanten SNPs 
signifikant größer ist als die 2.5%*m zufällig erwarteten SNPs. 
Wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, werden in einer GWAS nicht zwingend die kausalen 
Varianten detektiert. Daher ist die Analyse von SNPs in LD mit den Literatur-SNPs sinnvoll 
(r²>0.5). Man testet, ob die mit dem Literatur-SNP korrelierten Varianten mit dem Phänotyp 
X assoziiert sind. Der am besten assoziierte SNP wird anschließend als Proxy für den Literatur-
SNP verwendet. Dies kann die Zahl von n assoziierte Literatur-SNPs auf n* assoziierte Proxy-
SNPs erhöhen. Hier ist allerdings keine Aussage über Konkordanz mehr möglich, da für den 
Proxy-SNP typischerweise keine Effekt-Richtung für den Phänotyp Y gegeben ist. Um den 
Anteil assoziierter Loki zu evaluieren, wird ein Permutationstest verwendet. Dabei kann 
unabhängig von der Verteilung getestet werden, ob ein beobachteter Zustand ein Extremfall 
ist oder nicht. Das Vorgehen beruht auf Resampling: Der Phänotyp X wird j-mal permutiert 
und erneut auf Assoziation mit den m Proxy-SNPs getestet. Pro Resampling wird die Anzahl 
der signifikanten Proxy-SNPs notiert und als zufällige Verteilung betrachtet. Wenn nun die 
beobachtete Anzahl von n* signifikanten Proxy-SNPs größer ist als das 95%-Quantil der 
zufälligen Verteilung, dann kann man die Nullhypothese von zufällig assoziierten Loki zum 
Signifikanzniveau 5% ablehnen. Wenn die Verteilung bekannt ist, kann man direkt einen p-
Wert bestimmen.  
Um auf signifikante Anreicherung zu testen, kann man alternativ einen genetischen Risiko-
Score (GRS) verwenden. Die Idee dahinter ist, die m viele Risikoloki von Y in einem Parameter 
zusammenzufassen und diesen dann auf Assoziation mit Phänotyp X zu testen. Dazu werden 
die Produkte der Effekte mit der jeweiligen Gendosis über alle m SNPs aufsummiert:  
:Z) = *= ∗ : , 




wobei = den Effektschätzer des j-ten Risiko-SNPs auf den Phänotyp Y und : die Gendosis des 
j-ten SNPs darstellt (j=1, …, m). Alle = werden bezüglich des Risikoallels bestimmt, d.h. = >0. Je höher der GRS, desto höher das Risiko beziehungsweise die Werte von Phänotyp Y.  
Anschließend kann getestet werden, ob der GRS ebenfalls mit X assoziiert ist.  
 
1.3.6 Mendelsche Randomisierung (MR) 
Ein fundamentales Problem der Epidemiologie ist die Unterscheidung von Korrelation und 
Kausalität [37]. Um herauszufinden, durch welchen Risikofaktor X eine bestimmte Krankheit Y 
ausgelöst wird oder welchen Effekt ein bestimmtes Medikament verursacht, wird meistens 
eine prospektive randomisierte Studie durchgeführt. Im einfachsten Fall werden die 
Studienteilnehmer in zwei Gruppen aufgeteilt: eine Fallgruppe, die eine bestimmte 
Behandlung bezüglich des Risikofaktors X erhält, und eine Kontrollgruppe, die keine 
Intervention erfährt. Der betrachtete Risikofaktor ist in diesem Fall der auf Kausalität zu 
prüfende Faktor. Wenn die Gruppen balanciert sind, das heißt, wenn sie bezüglich aller 
anderen Störfaktoren U gleichverteilt sind, dann ist jede Änderung im Krankheitsbild alleine 
auf die Änderung des Risikofaktors zurückzuführen (s. Abb. 9). Dies wird typischerweise durch 
die Randomisierung des Studienkollektives erreicht. Allerdings sind solche Studien mit hohen 
Kosten und häufig langer Studiendauer verbunden. Unter Umständen sind sie sogar ethisch 
nicht durchführbar.  
Um diese Probleme zu umgehen, wurde die „Mendelsche Randomisierung“ (MR) entwickelt, 
bei der die Randomisierung mittels Genetik erfolgt, also eine „instrumentelle Variablen [IV] 
Analyse mit genetischen Instrumenten“ [38]. Der Name leitet sich von zwei Mendelschen 
Regeln der Vererbung ab: der Segregationsregel und der Unabhängigkeitsregel [39]. Die erste 
Regel besagt, dass pro Gamet nur eine Kopie des Allels vorliegt, wobei die Aufteilung zufällig 
stattfindet. Die zweite Regel bedeutet, dass SNPs, die in sehr niedrigem LD sind, unabhängig 
von einander vererbt werden.  
 
Drei grundlegende Bedingungen müssen erfüllt sein, um die MR-Methode anwenden zu 
können: 
(1) Die genetische Variante G ist mit dem Risikofaktor X assoziiert.  
(2) Die genetische Variante G ist unabhängig von allen Störfaktoren U, die den 
Zusammenhang von Risikofaktor X und Krankheit Y beeinflussen könnten.    
(3) Es gibt keine Beziehung zwischen der genetischen Variante G und Krankheit Y, außer über 
den Risikofaktor X [40].  





Abbildung 9: Vergleich zwischen Randomisierter Studie und Mendelscher Randomisierung. Das Effekt-Allel 
übernimmt in der Mendelschen Randomisierung die Rolle des Placebos, da beide den Risikofaktor erhöhen. Das 
Referenz-Allel bzw. das Medikament bewirken beide eine Senkung des Risikofaktors. 
Die drei Bedingungen sind in einem azyklischen gerichteten Graphen zusammengefasst (s. 
Abb. 10). Die erste Bedingung kann mittels GWAS geprüft werden. Je stärker die Assoziation 
von G auf X ist, desto stärker ist G als Instrument. Die anderen beiden Bedingungen sind 
schwer nachweisbar und können meist nur plausibilisiert werden. Dazu können die Bradford 
Hill Kriterien verwendet werden [41].   
 
Abbildung 10: Gerichteter azyklischer Graph der Mendelschen Randomisierung. Die schwarzen Pfade sind gültige 
Beziehungen, die rot-gestrichelten Pfade dürfen nicht vorkommen. G steht für die genetische Variant, X für den 
Risikofaktor, der auf eine kausale Beziehung mit der Krankheit Y getestet wird. U bezeichnet alle bekannten 
Störgrößen von X und Y. Die Nummern der Graphen bezeichnet die jeweilige Bedingung, die erfüllt sein muss.  
In genomweiten Assoziationsstudien wurde eine Vielzahl an genetischen Assoziationen mit 
klinischen Phänotypen gezeigt. Diese genetischen Risikoloki können für kausale Analysen 
genutzt werden: die Allele der Risikoloki werden gemäß der Unabhängigkeitsregel zufällig 
weitergegeben und sind in der Regel unabhängig voneinander (niedriges LD, da teilweise auf 
anderen Chromosomen). Dadurch ist eine Gruppen-Aufteilung durch die Genetik möglich. Je 
nach Genotyp wird der auf Kausalität zu prüfende Risikofaktor verstärkt oder geschwächt. 




Zusätzlich kann plausibilisiert werden, dass der Genotyp nicht von anderen Faktoren U 
beeinflusst wird.  
Für die Berechnung des kausalen Schätzers gibt es mehrere Methoden, sowohl für einzelne 
IVs als auch für mehrere. Die einfachste ist die Quotienten-Methode: Der kausale Effekt des 
Risikofaktors X auf den kontinuierlichen Phänotyp Y kann geschätzt werden, indem man die 
genetische Assoziation mit dem Phänotyp, =N\, durch genetische Assoziation mit dem 
Risikofaktor, =N], teilt [37]:  
=^_ =	=N\ =N]⁄  und JK^_ = JK(=N\) =N]⁄    
Bei mehreren unkorrelierten Instrumenten gibt es verschiedene Ansätze zur Schätzung von 
kausalen Effekten. Ein Ansatz ist die Verwendung eines GRS, in dem man alle Risiko-Loki in 
einem Instrument zusammenfasst. Alternativ kann man pro Instrument den kausalen Effekt 
einzeln schätzen und dann eine fixed-effect Meta-Analyse durchführen (Inverse-variance 
weighted, IVW) [42]:  
=^_(24a) = ∑ (bIcd/bIfd)∗bIfdg hiXbIcdYjgd ∑ bIfdg hiXbIcdYjgd = ∑ bIcdbIfdhiXbIcdY
jgd∑ bIfdg hiXbIcdYjgd ,	für		IVs,  
und JK^_(24a) = m n∑ bIfdg hiXbIcdYjgd = m n∑ odd  
Falls die Instrumente korreliert sind, kann man diese Methode modifizieren und auf die 
Korrelation adjustieren [42]. Die reine Gewichtung durch die inverse Varianz wird um die 
paarweise Korrelation erweitert: 
Rn,T =* * =I;,12 =I;,22 JK p=Iq,1r−22 JK p=Iq,2r−2 W1,221  
 
  





In diesem Teil der Dissertation werden die Ergebnisse vorgestellt. Diese umfassen zwei 
Publikationen, die hier kurz beschrieben werden und anschließend vollständig aufgeführt 
sind. (Die Anhänge der Publikationen sind nicht aufgeführt. Sie sind online auf den Seiten der 
Journale verfügbar.) Zusätzlich werden weitere, bisher unveröffentlichte Ergebnisse kleiner 
Teilprojekte beschrieben, die keinen Eingang in die Publikationen erlangt haben. Dies umfasst 
einen Vergleich des genetischen Risikos der verwendeten Studien, eine genetische Analyse 
der Karotis-Plaques ohne Kontrollen und eine Haplotypenanalyse des PCSK9 Lokus. 
 
2.1 „Genome-wide analysis identifies novel loci of plaque burden in 
carotid artery“ 
Pott et al. [43], DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2017.02.018  
Eingereicht: 23. September 2016; Akzeptiert: 22. Februar 2017 
Plaques in der Karotis sind bekannte Marker der subklinischen Atherosklerose, und man 
nimmt an, dass es einen gemeinsamen Pathomechanismus der KHK und Karotis-Plaques gibt. 
Doch während es bereits viele GWAS und Meta-GWAS zur KHK gibt, fehlen solche für die 
Karotis-Plaques weitgehend. Das Ziel dieser Publikation war daher, genetische Varianten zu 
identifizieren, die einen signifikanten Einfluss auf Karotis-Plaques haben, und diese mit den 
bekannten KHK-Loki zu vergleichen.  
Um dieses Ziel zu erreichen, wurde eine Meta-GWAS mit LIFE-Heart (n=3152) und LIFE-Adult 
(n=4037) bezüglich dem in der Einleitung beschriebenen Plaque-Score PS durchgeführt. 
Anschließend wurde mit einer Enrichment-Analyse von KHK-Loki (58 SNPs) und Schlaganfall-
Loki (17 SNPs) auf Anreicherung getestet.  
Zwei genomweit signifikante SNPs wurden in der Meta-GWAS detektiert: ein Hit im 9p21 
Lokus, der schon für KHK beschrieben wurde. Der zweite Hit wurde auf Chromosom 10 in 
einem Intron von SFXN2 identifiziert. Die biologische Bedeutung des Lokus ist unklar, 
allerdings gibt es SNPs im schwachen LD mit diesem Hit, die als Risiko-Loki für BMI, 
Bluthochdruck und KHK beschrieben wurden.  
Von den 58 getesteten KHK-SNPs waren acht mit PS nominal assoziiert (p<0.05), wobei bei 
sechs der SNPs die Effektrichtung übereinstimmte (OR=4.6, p=3.2x10-3). Mittels priority-
pruning wurden SNPs in hohem LD (r²>0.5) mit den KHK-SNPs detektiert, die stärker mit PS 
assoziiert sind. Unter Verwendung dieser SNP-Liste waren 17 KHK-Loki mit PS assoziiert 
(p<0.05), was ebenfalls eine deutliche Anreicherung darstellt (empirischer p-Wert aus dem 
Permutationstest: p=1.03x10-8). Auch bei Nutzung eines GRS für KHK konnte eine starke 
Assoziation mit PS detektiert werden (=t7u = 0.264, y = 1.9910S{). Zusätzlich konnte eine 
Korrelation der Effektstärken auf PS und KHK gezeigt werden (r=0.4, p=0.002), wobei die 
Effekte auf PS schwächer waren als auf KHK (p=1.5x10-7).  




Es wurde ebenfalls eine Anreicherung der beschriebenen Schlaganfall-Loki beobachtet: hier 
waren sechs der 17 Loki mit PS assoziiert (empirischer p-Wert: p=2.44x10-4). Eingeschränkt auf 
die elf Risikoloki eines Schlaganfalls in den großen Gefäßen (large artery strokes, LAS) wurde 
die Assoziation des entsprechenden GRS auf PS signifikant (=87| = 0.114, y = 0.039). Dies 
sind starke Hinweise auf eine über-zufällige Überlappung von Karotis-Plaque-Loki mit KHK- 
bzw. Schlaganfall-Loki.  
Die Enrichment-Analyse wurde mit PS8 als Phänotyp wiederholt, der neben CCA und Bulbus 
auch die ICA und ECA abbildet. Interessanterweise verstärkte dies die Assoziation des GRS der 
Schlaganfall-Loki (=|~Qi = 0.225, y = 6.810S, =87| = 0.296, y = 9.410S). Der 
stärkere Überlapp in genetischen Risikofaktoren zwischen PS8 und Schlaganfall kann dadurch 
erklärt werden, dass das Risiko eines Schlaganfalls stärker von Plaques in ICA beeinflusst wird.   
 
















































2.2 „Genetic regulation of PCSK9 plasma levels and its impact on 
atherosclerotic vascular disease phenotypes“ 
Pott et al. [44], DOI: https://doi.org/10.1161/CIRCGEN.117.001992 
Eingereicht: 20. Oktober 2017; Akzeptiert: 5. März 2018 
Die Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) ist ein Schlüsselfaktor im 
Lipidmetabolismus. Die Inhibition von PCSK9 stellt eine neue Therapiemöglichkeit für 
Patienten mit Hypercholesterinämie dar. Obwohl bereits eine Reduktion von kardiovaskulären 
Ereignissen durch PCSK9-Hemmer beschrieben wurde, ist die Rolle von Plasma-PCSK9 als 
Biomarker noch nicht eindeutig geklärt. Das Ziel dieser Publikation war es, genetische 
Varianten zu identifizieren, die einen signifikanten Einfluss auf PCSK9-Plasmaspiegel haben, 
und hinsichtlich kausaler Effekte von PCSK9 auf verschiedene Formen der Atherosklerose zu 
testen. 
Dazu wurde eine GWAS im Verdachtskollektiv der LIFE-Heart Studie durchgeführt (n=3290). 
Da eine Lipidtherapie mit Statinen einen signifikanten Einfluss auf das PCSK9-Spiegel hat, 
wurde zur Überprüfung der Ergebnisse eine GWAS in der statin-freien Subgruppe der 
Patienten ausgeführt (n=2022).  
In der GWAS konnten Assoziationen von vier unabhängigen Varianten (paarweises LD r²<0.1) 
im PCSK9 Gen-Lokus mit Plasma-PCSK9 detektiert werden. In der statin-freien Subgruppe 
waren diese Varianten ebenfalls assoziiert, jedoch erreichten hier nur drei der SNPs 
genomweite Signifikanz aufgrund der Fallzahlreduktion. Der Top-Hit war die bekannte 
Missense-Mutation R46L (rs11591147, p=1.94x10-17), die eine Reduktion der 
Phosphorylierung an Ser47 bewirkt. Da die Phosphorylierung vor Abbau schützen würde, wird 
die Variante mit Lys46 verstärkt degradiert, was in einem niedrigeren PCSK9-Plasmaspiegel 
resultiert [45, 46].    
Neben dem starken Hit im PCSK9 Lokus konnten ein weiterer SNP mit genomweiter Signifikanz 
und sieben mit suggestiver Signifikanz detektiert werden. Die Validierung dieser Loki und 
Analyse möglicher funktioneller Gene steht noch aus.  
Anschließend wurden die vier detektierten Varianten auf Assoziation mit Formen der 
Atherosklerose in der Karotis getestet. Keiner der vier SNPs war mit PS assoziiert, und nur 
einer nominal mit cIMT (rs2479409, p=0.028).  
Abschließend wurde eine Mendelsche Randomisierung mit den vier Varianten als IVs 
durchgeführt. Hier wurden kausale Effekte von PCSK9 auf Atherosklerose in koronaren 
Gefäßen (CAD, NVD50), Karotisgefäßen (PS, cIMT) und in der Peripherie (ABI, PAD) analysiert. 
Kausale Effekte auf die Koronar- und Karotis-Gefäße konnten gezeigt werden, wohingegen 
kein solcher Effekt auf periphere Gefäße nachweisbar war. 

















































2.3 Zusätzliche Ergebnisse 
In diesem Kapitel werden drei weitere Analysen beschrieben, die bislang nicht publiziert sind. 
Es handelt sich hierbei um folgende Aspekte bzw. Fragestellungen: 
• Die Prävalenz von Karotis-Plaques unterscheidet sich stark zwischen den beiden LIFE-
Studien. Es wird das genetische bzw. lebensstil-assoziierte Risiko für KHK (als Stellvertreter 
für Atherosklerose) zwischen LIFE-Adult und LIFE-Heart verglichen mit der Fragestellung, 
ob die unterschiedliche Prävalenz durch diese Risikoscores erklärt werden kann.  
• Eine kürzlich publizierte genetische Analyse des KHK-Schweregrads konnte bis auf den 
bekannten 9p21 Lokus keinen weiteren detektieren [47]. Es stellt sich daher die Frage, ob 
dies auch für die Schwere der Belastung mit Karotis-Plaques zutrifft. Dazu wird eine Meta-
GWAS analog zur ersten Publikation (Kapitel 2.1) durchgeführt, allerdings eingeschränkt 
auf Patienten / Probanden mit Karotis-Plaques (PS>0, Case-Only Studie).  
• In der zweiten Publikation (Kapitel 2.2) wurden vier unabhängige SNPs im PCSK9 Lokus 
beschrieben, die allelische Heterogenität suggerieren. Deshalb wird eine Haplotypen-
Analyse des PCSK9 Lokus durchgeführt mit dem Ziel, häufige Haplotypen zu detektieren 
und Gruppen mit ungefähr gleichen PCSK9-Spiegeln zu definieren. Abschließend soll die 
Frage geklärt werden, ob die Haplotypgruppen mehr Varianz erklären als die vier SNPs im 
multivariaten Modell.  
 
2.3.1 Vergleich LIFE-Heart – LIFE-Adult 
LIFE-Adult ist eine Querschnittsstudie, zu der zufällig 10,000 Personen aus Leipzig eingeladen 
wurden. LIFE-Heart ist zwar ebenfalls eine Querschnittsstudie, aber selektiert auf Patienten 
des Herzzentrums Leipzig, die mit Verdacht auf KHK, einer manifesten Herzerkrankung oder 
Myokardinfarkt rekrutiert wurden. Wie in der ersten Publikation [43] gezeigt werden konnte, 
gab es signifikante Unterschiede zwischen den Studien bezüglich fast aller Risikofaktoren der 
Atherosklerose (siehe Tabelle 1 der Publikation). Die einzige Ausnahme stellte das Alter der 
Teilnehmer dar, welches nur einen geringen Unterschied aufwies. Neben den Risikofaktoren 
unterscheidet sich auch die Verteilung des Plaquescores PS signifikant voneinander und die 
Plaqueprävalenz ist in LIFE-Heart signifikant höher (OR [95%-KI] = 2.26 [2.03; 2.52]). Adjustiert 
auf Alter und Geschlecht konnte ein signifikanter Studieneffekt auf PS detektiert werden 
(β=0.359, p<2x10-16, s. Abb. 11). 
Dies führt zur Frage, ob dieser Studieneffekt auf PS durch die Genetik erklärt werden kann und 
ob es zusätzlich ein unterschiedliches genetisches Risikoprofil für Atherosklerose gibt.  
 




Methodik & Ergebnisse 
Es wurde ein genetischer Risikoscore (GRS) anhand der 58 KHK-Loki von Nikpay et al. [3] 
bestimmt. Alle Allele wurden so kodiert, dass der Effekt auf KHK positiv ist, d.h. = > 0. Je 
höher der GRS, desto höher das Risiko für KHK.  
 
Abbildung 11: Barplots des Plaque-Scores PS. Die relativen Häufigkeiten der jeweiligen Plaque-Anzahl ist für LIFE-
Adult (blau, n=4325) und das Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (dunkelrot, n=3157) gezeigt. Man erkennt eine 
deutlich höhere Plaquebelastung in LIFE-Heart (p<2x10-16).  
Neben dem Vergleich des genetischen Risikos wurde auch das lebensstil-bedingte Risiko in 
zwei Scores erfasst, ähnlich zu Khera et al. [9]. Der erste Lebensstilscore (LS1) wurde als 
Summe folgender Parameter erstellt: Rauchen, Übergewicht und sportliche Aktivität. Es wird 
je einen Punkt vergeben, wenn der Proband/Patient aktueller Raucher ist bzw. einen BMI ≥ 30 
kg/m² hat. Die sportliche Aktivität wurde in beiden Studien unterschiedlich erfasst. Die 
Teilnehmer von LIFE-Adult füllten im Selbstbericht den IPAQ (International Physical Activity 
Questionnaire) aus, dessen Auswertung drei Kategorien ergibt: hohe, mittlere und geringe 
Aktivität [48]. Hier wurde einen Punkt vergeben, wenn der Teilnehmer in der Kategorie mit 
geringer Aktivität ist. In LIFE-Heart wurde lediglich mittels Fragebogen abgefragt, ob man 
regelmäßig Sport treibt. Einen Punkt für fehlende sportliche Aktivität wurde hier vergeben, 
falls nicht regelmäßig mindestens einmal die Woche sportliche Betätigung von mehr als 15 
Minuten angegeben wurde. Da sich die Assessments zur sportlichen Aktivität unterscheiden, 
ist die Aussagekraft dieses Scores eingeschränkt. Daher wurde ein zweiter Score (LS2) 
definiert, der nur das aktuelle Rauchverhalten und den BMI berücksichtigt. Eine Übersicht aller 
Parameter ist in Tabelle 4 gegeben. 
Um das genetische Risiko der gesunden Probanden von LIFE-Adult (n=4325) zu vergleichen, 
wurden zwei Analysen durchgeführt: zum einen ein Vergleich mit Patienten des 
Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (n=3157 mit Genetik), zum anderen einer mit den Patienten 




mit manifester KHK- bzw. akuten Myokardinfarkten von LIFE-Heart (n=2543 mit Genetik). Die 
Verteilungen des GRS sind in Abbildung 12 gezeigt. Während sich im ersten Vergleich mit dem 
Verdachtskollektiv nur ein Trend zu höheren GRS-Werten zeigte (U-Test, p=0.068), konnte ein 
signifikanter Unterschied zwischen gesunden LIFE-Adult Probanden und KHK- bzw. MI-
Patienten detektiert werden (U-Test, p=0.002).    
 LIFE-Adult (n=4325) LIFE-Heart (n=3157) p-Wert 
Männer (in %) 48.44 64.75 < 2.2x10-16  
Alter (MW ± SD) 62.14 ± 11.15 61.72 ± 10.71 0.104 
BMI ≥ 30 kg/m² (in %) 25.71 42.07 < 2.2x10-16  
Aktuelle Raucher (in %) 17.43 20.62 5.5x10-4 
Geringe sportliche 
Aktivität (in %) 
8.95 62.97 < 2.2x10-16 
LS1 (in %) 46.87; 38.80; 13.27; 1.06 12.26; 42.03; 39.69; 6.02 < 2.2x10-16 
LS2 (in %) 60.30; 36.25; 3.45 44.25; 48.81; 6.94 < 2.2x10-16 
GRS (MW ± SD) 2.59 ± 0.23 2.60 ± 0.23 0.068 
PS > 0 (in %) 55.05 63.45 4.0x10-13 
Tabelle 4: Studien-Charakteristika bezüglich der verwendeten Parameter in der Risikoscoreanalyse. Die p-Werte 
von Geschlecht, Rauchen, sportlicher Aktivität und PS wurden mittels χ²-Test bestimmt, die von Alter und GRS 
mittels U-Test und die der Lebensstil-Scores (LS1 und LS2) mittels Armitage Trend-Test. Die Daten wurden 
eingeschränkt auf vollständige Assessments.  
 
Abbildung 12: Histogramme des genetischen Risiko-Scores (GRS) in LIFE-Adult (links, n=4325), im 
Verdachtskollektiv der LIFE-Heart (mittig, n=3157), und in KHK bzw. MI-Patienten (rechts, n=2543), . Für den GRS 
wurden 58 KHK-SNPs mit ihren jeweiligen Effekten aus der Publikation von Nikpay et al. [3] verwendet, wobei alle 
SNPs auf einen positiven Effekt kodiert wurden. Je höher der GRS, desto höher ist das Risiko für KHK. Es gab einen 
signifikanten Unterschied zwischen LIFE-Adult und den KHK / MI-Patienten von LIFE-Heart (p=0.002) und einen 
Trend zwischen LIFE-Adult und dem Verdachtskollektiv (p=0.068). Es konnte kein signifikanter Unterschied 
zwischen dem Verdachtskollektiv und den KHK/MI-Patienten festgestellt werden.  




Die Lebensstil-Scores wurden nur für das Verdachtskollektiv der LIFE-Heart erstellt. Hier ist für 
beide Scores ein deutlicher Trend zu erkennen: Patienten der LIFE-Heart Studie tendieren zu 
einem schlechteren Lebensstil (Armitage Trend-Test, p<2x10-16, s. Abb. 13).  
Um die Effekte der Genetik und des Lebensstils auf den Plaque-Score PS zu vergleichen, 
wurden zwei multivariate Modelle gerechnet, je eines für die beiden Lebensstil-Scores 
(zusätzlich adjustiert auf Alter und Geschlecht). Der Effekt des GRS ist über die Modelle und 
Studien hinweg sehr ähnlich (s. Tab. 5) und erklärt zwischen 0.3% und 0.4% der Varianz von 
PS. Der Effekt der Lebensstil-Scores ist stärker als der der Genetik, wobei der LS2 weniger 
Varianz erklärt als LS1. Dies war zu erwarten, da LS1 zusätzliche Information über die 
sportliche Aktivität enthält. Im Vergleich zwischen den Studien ist der Effekt des Lebensstils in 
LIFE-Heart größer. Unter Berücksichtigung der Genetik und Lebensstil wird der Studien-Effekt 
kleiner, bleibt aber signifikant (β=0.210, p=8.8x10-13). 
 
Abbildung 13: Barplots der beiden Lebensstil-Scores mit Berücksichtigung von sportlicher Aktivität (links) und 
ohne (rechts). Rauchen und Übergewicht wurde immer verwendet.  Je höher der Score, desto höher das Risiko für 
Atherosklerose. In beiden Fällen sind die Lebensstilscores in LIFE-Heart deutlich hin zu ungünstigeren Werten 
verschoben (p<2x10-16).  
adjustiert auf Alter und 
Geschlecht 
LS GRS 
Stand. β p-Wert 
Erklärte 
Varianz 





LS1 0.086 6.19x10-10 0.55% 0.058 2.92x10-5 0.31% 
LS2 0.115 5.06x10-10 0.26% 0.059 2.52x10-5 0.31% 
LIFE-Heart 
(n=3157) 
LS1 0.175 < 2x10-16 1.84% 0.063 1.7x10-4 0.38% 
LS2 0.197 < 2x10-16 1.03% 0.062 2.0x10-4 0.38% 
Tabelle 5: Einfluss von Genetik und Lebensstil auf Plaque-Score PS. Ergebnisse der multivariaten linearen 
Regression von LS, GRS, Alter und Geschlecht.  





Es gibt einen Trend zu höheren GRS-Werten in der LIFE-Heart Studie gegenüber LIFE-Adult. 
Dieser Trend wird signifikant, wenn man statt des Verdachtskollektivs die KHK- und MI-Fälle 
mit LIFE-Adult vergleicht. Das Ergebnis ist plausibel, da in einem Kollektiv von KHK-Patienten 
die Chance höher ist, KHK-fördernde Allele zu beobachten.  
Der Effekt des GRS auf PS ist gering und in beiden Studien ähnlich. Ein möglicher Grund für 
den relativ schwachen Effekt auf Karotis-Plaques kann dadurch erklärt werden, dass die für 
den GRS verwendeten SNPs KHK-SNPs sind und dadurch das genetische Risiko für Karotis-
Plaques nicht exakt darstellen.  
Beide LSs haben einen signifikanten Effekt auf PS, wobei der Effekt in LIFE-Heart stärker ist. 
Parallel dazu zeigt sich, dass LIFE-Heart Patienten eine Tendenz zu schlechterem Lebensstil 
aufweisen.  
Der Studien-Effekt wird durch Adjustierung auf Genetik und Lebensstil verringert, während 
sowohl LS1 bzw. LS2 und GRS signifikant assoziiert sind (alle p-Werte <5x10-8). Dies ist ein 
Hinweis darauf, dass sowohl Genetik als auch Lebensstil einen Teil des Studien-Effekts 
erklären, jedoch ist diese Erklärung nicht vollständig.  
  




2.3.2 Genetische Analyse des Plaque-Score eingeschränkt auf Fälle 
In der ersten Publikation [43] wurden genetische Einflüsse auf Karotis-Plaques untersucht. 
Insgesamt sind 36.6% der Patienten in LIFE-Heart, bzw. 45.1% in LIFE-Adult Kontrollen, d.h. sie 
haben einen Plaque-Score PS=0. Dadurch wird neben dem Schweregrad auch die Prävalenz 
eines Plaques abgebildet. Um zu analysieren, ob ähnlich wie bei der KHK genetische 
Unterschiede zwischen Prävalenz und Schweregrad erkennbar sind, bietet es sich an, nur an 
Karotis-Plaques erkrankte Teilnehmer und deren Schweregrad zu analysieren (PS=1, …, 4).  
Daher wurde analog zur ersten Publikation für beide Studien je eine GWAS zu PS durchgeführt, 
eingeschränkt auf Fälle, die mindestens einen Plaque aufweisen (n=2004 in LIFE-Adult und 
n=2585 in LIFE-Adult) und adjustiert auf Alter und Geschlecht. Der genetische Effekt wurde als 
additiv angenommen und wie in der Publikation wurde PS als quasi kontinuierliche Zielgröße 
betrachtet. Zusätzlich wurde hier der umfangreichere Score PS8 analysiert (n=1593 in LIFE-
Adult und n=2505 in LIFE-Adult), um zu testen, ob die Zusatz-Information aus ICA und ECA 
andere Ergebnisse liefert (gleiche Adjustierung und Modellannahmen wie für PS). 
Anschließend wurden die SNPs gefiltert auf MAF>1% in beiden Studien, info-Score>0.5 in 
beiden Studien und mindestens einer der p-Wert<0.1. Insgesamt wurden für PS 1,906,215 
SNPs und für PS8 1,910,620 SNPs meta-analysiert. Ein LD-Pruning wurde mit der r²-Grenze 0.5 
durchgeführt. Die Manhattan-Plots und die Summary-Statistiken beider Phänotypen sind im 
Anhang gezeigt (Tab. 12, Abb. 15 und Abb. 16).   
Die Ergebnisse sind in vier Abschnitte gegliedert: zum einen ein Vergleich mit Hits aus der 
Publikation, getrennt danach, ob die Assoziation in der Subgruppe stärker oder schwächer 
wurde, bezogen sowohl auf die Effektstärke als auch Signifikanz. Zum anderen eine kurze 
Analyse neuer Hits mit suggestiver Signifikanz (p<1x10-6), sowohl für PS als auch für PS8.  
Verschlechterung im Case-Only Setting 
Interessanterweise konnte für PS der genomweit signifikante Hit auf 9p21 nur mit nomineller 
Signifikanz repliziert werden (rs9644862: β=0.044, p-Wert=0.020, s. Tab. 6). Auch der Hit auf 
Chromosom 10, rs2902548, war signifikant assoziiert, aber nicht auf einem genomweiten 
Niveau (β=-0.092, p-Wert=5.3x10-4). Die beiden Suggestiv-Hits waren ebenfalls nur nominal 
signifikant assoziiert (rs141249844: p-Wert=3.6x10-4; rs1349287: p-Wert=3.8x10-3).  
Verbesserung im Case-Only Setting 
Dem gegenüber stehen drei Hits, deren Assoziation im kontrollfreien Modell stärker wurden 
und damit zu Suggestiv-Hits zählen (p<1x10-6, s. Tab. 6):  
• rs9398699: dieser SNP liegt in der Nähe des Genes FABP7 auf Chromosom 6, das für das 
„fatty acid-binding protein typ 7“ codiert, welches vor allem im Gehirn exprimiert wird. Er 
ist stärker assoziiert, aber wie schon in der vorherigen Analyse nicht durch andere SNPs in 
der Region unterstützt. Zusätzlich ist er eine seltene Variante (MAF etwa 1%).  




• rs12064043: dieser SNP liegt in der Nähe von SERBP1 auf Chromosom 1 und ist in LD mit 
einem Hit aus dem ersten Paper (r²=0.50, rs12089923). Allerdings ist dieser SNP nicht 
durch andere Varianten unterstützt.  
• rs11976578: dieser SNP liegt auf Chromosom 7 in einem Intron von PTPRN2. In der ersten 
Publikation war nicht dieser SNP assoziiert, aber einer im gleichen Gen (rs185796593). In 
Gegensatz dazu sind sieben weitere SNPs in hohem LD (r²>0.5) ebenfalls assoziiert 
(p<1x10-5, siehe Abbildung 17 im Anhang). Das Genprodukt PTPRN2 ist ein Autoantigen, 
das mit Diabetes mellitus Typ 1 assoziiert ist [49]. Zusätzlich wurde das Gen in einer 
anderen GWAS mit Endpunkt Karotis-Kalzifikation in Diabetespatienten beschrieben [50].  
 
  Publikation 1 Case-only Analyse 
Lokus Gen SNP MAF beta p-Wert SNP MAF beta p-Wert 
9p21 CDKN2B-AS1 rs9644862 0.43 0.131 8.7E-12 rs9644862 0.48 0.044 2.0E-02 
10q24 SFXN2 rs2902548 0.18 -0.141 2.0E-08 rs2902548 0.17 -0.092 5.3E-04 
6q13 KCNQ5 rs141249844 0.02 0.475 5.8E-07 rs141249844 0.02 0.341 3.6E-04 
3p24 KCNH8 rs1349287 0.06 0.208 9.5E-07 rs1349287 0.06 0.125 3.8E-03 
6q22.31 FABP7 rs9398699 0.01 -0.425 2.1E-06 rs9398699 0.01 -0.452 3.0E-07 
1p31.3 SERBP1 rs12089923 0.36 0.094 2.0E-06 rs12064043 0.38 0.106 5.2E-07 
7q36.3 PTPRN2  rs185796593 0.06 0.240 1.8E-06 rs11976578 0.21 0.136 3.3E-07 
Tabelle 6: Vergleich der Top-Loki aus der ersten Publikation und der Case-Only Analyse zum Phänotyp PS. Grün 
markiert sind p-Wert kleiner als 1x10-6, rot markiert sind p-Werte zwischen 0.05 und 1x10-6. Die beiden 
genomweit-signifikanten Hits aus der ersten Publikation erreichen nicht die suggestive Signifikanz von p<1x10-6. 
Für die Loki 1p31.3 und 7q36.3 sind die SNPs aufgrund des priority prunings unterschiedlich. Sie sind paarweise in 
LD (r²>0.5).   
Neue Hits für PS 
Es konnten keine neuen genomweit signifikanten SNPs detektiert werden. Allerdings gab es 
zwei neue Loki auf Chromosom 1, die mit suggestiver Signifikanz mit PS assoziiert waren (s. 
Tab 7). Der eine liegt in der Nähe von NEGR1, ist allerdings nur schwach durch andere 
Varianten unterstützt. NEGR1 wurde bereits als Lokus für BMI und Übergewicht beschrieben 
[51]. Der zweite Hit liegt vor dem APOA2 Gen. Die Assoziation würde biologisch Sinn ergeben, 
da die Plaqueentwicklung stark durch den Lipidmetabolismus beeinflusst wird. Aber auch 
dieser Hit ist nur schwach unterstützt und hat eine kleine MAF (2%).  
Neue Hits für PS8 
Auch für den Phänotyp PS8 konnten keine genomweit signifikanten SNPs gefunden werden. 
Hier wurden allerdings drei Varianten mit suggestiver Signifikanz detektiert, unter anderem 
ein Hit auf Chromosom 1 im Gen PTPN22 (rs35025140: β=-0.212, p-Wert=6.46x10-7, s. Tab. 7). 
Neben dem Lokus-Tophit gab es 5 Varianten in niedrigem LD (r²<0.5, siehe Abbildung 18 im 
Anhang), die den Lokus unterstützen und teilweise im Nachbar-Gen MAGI3 liegen. Neben dem 
Support durch andere SNPs hat rs35025140 auch eine hohe MAF (23.4%). Zusätzlich ist der 
Top-Hit in LD mit der Variante rs12144309 (LD r²=0.54), die kürzlich in Assoziation mit KHK 
berichtet wurde [52].  




Ein zweiter interessanter Hit wurde auf Chromosom 6 detektiert (rs79398870: β=0.327, p-
Wert=8.45x10-7, MAF=7.9%). Der SNP liegt in der Nähe des GJA1 Gens, das für ein Gap Junction 
Protein kodiert (siehe Abbildung 19 im Anhang). Es gibt Hinweise, dass dieses Protein mit dazu 
beiträgt, atheromatöse Plaques in der ICA zu stabilisieren [53].  
Ein weiterer Lokus mit suggestiver Signifikanz lag auf Chromosom 16 (rs72807538: β=0.537, 
p-Wert=8.42x10-7, MAF=3.2%). Der Lokus ist unterstützt durch zwei Varianten, allerdings 
erstreckt er sich über 1.25 Mb und enthält über 30 Gene (siehe Abbildung 20 im Anhang). 
Zusätzlich ist die MAF der SNPs niedrig (zwischen 2% und 5%).  
Lokus Gen (Distanz) SNP EAF Phänotyp beta p-Wert 
1p31.1 NEGR1 (52 kb) rs186841677 0.013 PS -0.444 1.53E-07 
1q23.3 APOA2 (0.98 kb) rs149905240 0.023 PS 0.328 6.83E-07 
1p13.2 PTPN22 (0 kb) rs35025140 0.234 PS8 -0.212 6.46E-07 
6q22.31 GJA1 (45 kb) rs79398870 0.079 PS8 0.327 8.45E-07 
16q24.3 ZNF276 (0 kb) rs72807538 0.032 PS8 0.537 8.42E-07 
Tabelle 7: Neu detektierte Loki in der GWAS zu PS und PS8 in Case-Only Setting mit p-Wert<1x10-6. Für weitere 
SNPs und ausführlichere Annotation siehe Tab. 12 im Anhang.  
Zusammenfassung 
Insgesamt lässt sich feststellen, dass in der neuen Analyse bei keinem der beiden untersuchten 
Phänotypen ein genomweit signifikanter Hit detektiert werden konnte. Der Top-Lokus der 
vorherigen Analyse, 9p21, war hier nur schwach mit PS assoziiert und der Effektschätzer 
deutlich kleiner. Dies ist ein klarer Hinweis darauf, dass nicht nur ein Powerverlust aufgrund 
der kleineren Fallzahl vorliegt, sondern dass dieser Lokus zwar einen Einfluss auf die Prävalenz 
von Karotis-Plaques hat, aber nicht für den Schweregrad der Atherosklerose in der Karotis 
relevant ist. Dies steht im Einklang mit Zeller et al. [47], die zeigen konnten, dass der Effekt 
des 9p21 Lokus für den Schweregrad schwächer ist als für die Prävalenz.  
Im Gegensatz zu 9p21 gab es drei Loki, deren Assoziation mit PS sich in der neuen Analyse 
verstärkte, und zwei neue Loki, die in der vorherigen Analyse mit Kontrollen nicht gefunden 
wurden. Einige davon sind biologisch plausibel, wie 1q23.3 im APOA2 Gen oder 7q36.3, der 
schon in Assoziation mit Karotis-Kalzifikation in Diabetespatienten beschrieben wurde. Dies 
ist ein weiterer Hinweis dafür, dass sich der genetische Einfluss auf Prävalenz und 
Schweregrad unterscheidet. Die Wahl einer Fall-Studie ist daher lohnenswert, allerdings wird 
eine höhere Fallzahl als in der vorliegenden Analyse benötigt, um genomweit signifikante bzw. 
valide Hits zu finden.  
Die zusätzliche Analyse mit dem Phänotyp PS8 legt nahe, dass es unterschiedliche genetische 
Einflussgrößen gibt, je nach Lokalisation der Plaques. Auch hier ist allerdings eine Validierung 
bzw. Fallzahlsteigerung notwendig, um genomweit signifikante Varianten zu detektieren.     




2.3.3 Haplotypen-Analyse des PCSK9 Lokus 
In der zweiten Publikation wurden vier unabhängige SNPs (paarweises r²<0.1) im PCSK9 Lokus 
detektiert, die mit dem PCSK9-Plasmaspiegel mit genomweiter Signifikanz assoziiert sind. In 
einer multivariaten Analyse waren drei davon immer noch genomweit signifikant assoziiert, 
sowohl in einem rein genetischen Modell (erklärte Varianz 4.3%) als auch in einem auf Alter, 
Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie adjustierten Modell (erklärte Varianz 19.4%). Da 
dieses Ergebnis eine allelische Heterogenität suggeriert, wurden die Haplotypen dieser drei 
SNPs noch einmal genauer betrachtet, um zu testen, ob es einen nicht-additiven Effekt, bzw. 
eine SNP-Interaktion gibt und ob die Verwendung der Haplotypen dadurch mehr Varianz des 
PCSK9-Spiegels erklären als die einzelnen SNPs im multivariaten Modell. Dazu wurden zuerst 
die häufigen Haplotypen detektiert und in einer Varianzanalyse verglichen.  
Die Haplotypen der SNPs rs45448095, rs11591147 und 1:55520994 wurden mittels SHAPEIT 
geschätzt (SHAPEIT Version v2.r837, Genotyp-Wahrscheinlichkeitsschwelle 0.9) und auf 
Patienten mit PCSK9-Messung und vollständigen Kovariablen eingeschränkt (n=3290 
Patienten, Kovariablen: Alter, Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie). Als Effekt-Allel 
wurde jeweils das Allel definiert, das zu niedrigeren PCSK9-Spiegeln beiträgt. Eine Übersicht 












rs45448095 55505447 C T -0.085 11.36 0.133 0.012 0.683 
rs11591147 55505647 G T -0.315 16.71 0.012 0.018 0.581 
1:55520994 55520994 GCG G -0.060 13.52 0.437 0.015 0.761 
Tabelle 8: SNPs der PCSK9-GWAS, für die eine Haplotyp-Analyse durchgeführt wurde. Referenz- und Effekt-Allel 
wurden so angepasst, dass der β-Schätzer < 0 ist. Die Werte von β, lg(p), Frequenz des Effekt-Allels(EAF) und 
erklärter Varianz stammen aus der GWAS von Kapitel 2.2 mit allen Patienten (n=3290, adjustiert auf Alter, 
Geschlecht, Rauchen und Statin-Therapie). 
Insgesamt wurden sechs von acht möglichen Haplotypen detektiert, wobei der häufigste Typ 
die Kombination „000“ (≙ Wildtyp) ist, also der Haplotyp ohne jegliches Effekt-Allel. Die 
Kombination der beiden Effekt-Allele von rs45448095 und rs11591147 wurde nicht gefunden 
(Haplotypen „110“ und „111“). Grund hierfür ist sowohl die geringe EAF der beiden SNPs, 
wodurch die erwartete Häufigkeit gering ist (D=10.7 bei 6716 Haplotypen), als auch der 
verhältnismäßig schlechte Info-Score (Info-Score=0.581 für rs11591147, Info-Score=0.683 für 
rs45448095). Die Schwelle für die Haplotypen-Schätzung lag bei 0.9, das heißt, Genotypen mit 
einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit wurden auf fehlend gesetzt. Dies ist bei SNPs mit 
niedrigem Info-Score häufiger der Fall. Die anderen beiden Haplotypen mit Effekt-Allel des 
Top-Hits rs11591147 sind selten (Haplotypen „010“ und „011“, Häufigkeit<1%). Zur 
Vereinfachung wurden daher diese beiden Haplotypen als „rare types“ (X1X) 
zusammengefasst (s. Tab. 9). Die anderen vier möglichen Haplotypen ohne rs11591147-T 
waren häufig.  
 




Haplotyp Häufigkeit ln(PCSK9) 
rare = X1X 53 5.17 
101 384 5.34 
100 275 5.39 
001 2123 5.43 
000 3745 5.47 
Tabelle 9: Tabelle der detektierten Haplotypen und zugehörigen mittleren PCSK9-Werten. SNPs nach Position 
geordnet (rs45448095, rs11591147, 1:55520994). Alle SNPs wurden so codiert, dass „1“ jeweils das Allel mit 
PCSK9 reduzierendem Effekt ist (grün markiert), das andere Allel „0“. Die PCSK9-Werte wurden zuerst mit dem 
natürlichen Logarithmus transformiert. Anschließend wurde das arithmetische Mittel pro Haplotyp berechnet.  
Jedem Haplotyp wurde ein PCSK9-Wert zugeordnet (Allel-Counting Technik). Um die 
Haplotypen zu sortieren, wurde der Mittelwert pro Typ bestimmt und diese anschließend 
aufsteigend geordnet. Wie erwartet haben die seltenen Varianten „X1X“ den niedrigsten 
Mittelwert, da sich hier der Effekt des Top-Hits durchsetzt. Die übrigen vier sortieren sich nach 
der Anzahl der Effekt-Allele, wobei der Effekt von rs45448095-T stärker ist als der von 
1:55520994-G (s. Tab. 9).  
Um die Gruppenunterschiede zu testen, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANVOA) 
durchgeführt, adjustiert auf Alter, Geschlecht, Statin-Medikation und Raucherstatus (n=3290 
Patienten, bzw. 6580 Haplotypen). Mit einem Post-hoc Test (Tukey-HSD) wurde geprüft, 
zwischen welchen Gruppen es zu signifikanten Mittelwertunterschieden kam. Das Ergebnis 
der Post-hoc Analyse ist in Tabelle 10 und Abbildung 14 zusammengefasst. Sowohl die 
seltenen Typen „X1X“ als auch der Wildtyp „000“ unterscheiden sich signifikant von allen 
anderen Gruppen (p-Werte zwischen 3.09x10-4 und 7.95x10-13). Von den drei mittleren 
Gruppen unterscheiden sich nur „101“ und „001“ signifikant voneinander (p=5.68x10-5), 
während die Differenz von „101“ zu „100“, bzw. „100“ zu „001“ nicht signifikant ist. Auch die 
p-Wert Adjustierung nach Holm erzeugte das gleiche Ergebnis bezüglich der signifikanten 
Unterschiede.   
 
rare 101 100 001 000 
rare - 0.194 0.231 0.264 0.303 
101 1.98E-05 - 0.036 0.070 0.109 
100 3.62E-07 0.467 - 0.034 0.072 
001 9.86E-11 5.68E-05 0.320 - 0.039 
000 7.95E-13 4.41E-12 3.09E-04 3.47E-06 - 
Tabelle 10: Ergebnisse der Tukey-HSD Analyse. Die Differenz der Gruppen-Mittelwerte sind im oberen Dreieck 
eingetragen, die zugehörigen p-Werte sind im unteren Dreieck notiert. Signifikante p-Werte und die 
zugehörigen Differenzen sind rot unterlegt.  





Abbildung 14: Verteilung der log-transformierten PCSK9-Werte, aufgeteilt nach den fünf Haplotypen. 
 
Zusammenfassung 
Die allelische Heterogenität im PCSK9 Lokus konnte bestätigt werden. Es wurden jedoch 
weder SNP-Interaktionen noch nicht-additive Effekte detektiert. In einem einfachen linearen 
Modell erklärten die Haplotypen 2.7% der Varianz von PCSK9 und damit weniger als die 
einzelnen drei SNPs in einem multivariaten Modell (4.3%).  
Das Effekt-Allel von rs11591147 hat einen starken alleinstehenden Effekt, der die Effekte der 
anderen SNPs überlagert. Dies spiegelten auch die Effektschätzer der GWAS wider: das β von 
rs11591147 ist etwa viermal so groß wie das der beiden anderen SNPs. Es ist daher plausibel, 
die Haplotypen mit rs11591147-T in der Gruppe „X1X“ zusammenzufassen.  
Die anderen beiden Varianten hatten ähnliche Beta-Schätzer. Jede einzelne Variante führt zu 
einer PCSK9-Reduktion, wobei es keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Haplotyp 
„100“ und „001“ gibt, wohl aber zwischen den jeweiligen Gruppen und dem Wildtyp „000“. 
Die Kombination der beiden Varianten im Typ „101“ führt zu einer weiteren PCSK9-Reduktion, 
wobei der Unterschied hier zwischen „101“ und „100“ nicht signifikant ist. Grund dafür kann 
die verhältnismäßig geringe Fallzahl sein.   
 
  




3 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Obwohl Karotis-Plaques wichtige Risikofaktoren der KHK und des Schlaganfalls sind [4, 54], ist 
die Anzahl bekannter genetischer Assoziationen gering. Ursache dafür ist unter anderem die 
Heterogenität der Messmethoden bzw. der Definitionen sowie die bisher geringe Fallzahl 
entsprechender genomweiter Studien. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Studien 
verwendet, für die die Karotis standardisiert vermessen und ein Plaques-Score PS definiert 
wurde. Dieser Score hat drei Vorteile: Er kann nicht-invasiv bestimmt und je nach 
Fragestellung auf die Plaqueprävalenz reduziert oder auf den feinstufigeren Score PS8 
erweitert werden. Zusätzlich kann er durch Ausschluss von gesunden Probanden den 
Schweregrad der Belastung mit Karotis-Plaques darstellen. Mit diesem Score wurden 
verschiedene Analysen zur Suszeptibilität für Karotis-Plaques bzw. Schwere der Belastung 
durchgeführt.  
Die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit erfolgte bereits ausführlich in den jeweiligen 
Publikationen. Hier werden kurz die eingangs gestellten Fragen aufgegriffen und beantwortet. 
Abschließend wird ein Ausblick für künftig geplante Projekte gegeben. 
 
Assoziation genetischer Varianten mit Karotis-Plaques 
Zur Detektion genetischer Varianten wurde die erste große Meta-GWAS zu Karotis-Plaque 
Belastung mit dem Phänotyp PS ausgeführt, die statt der reinen Prävalenz die Anzahl der 
Plaques betrachtet. Hier konnten zwei genomweite Hits beschrieben werden. Zusätzlich gab 
es einige genetische Varianten, die mit Karotis-Plaques zumindest suggestiv signifikant 
assoziiert sind. Dazu gehörten auch bekannte KHK-Loki. Im Vergleich der Studiendesigns 
konnte man sehen, dass es unterschiedliche Marker für die Plaque-Prävalenz und den 
Schweregrad gibt und dass der Effekt von der Lokalisation der Plaques abhängt.  
Hier kann eine erste Parallele zur KHK gezogen werden: die Heterogenität der SNPs weist auf 
viele unabhängige Loki mit jeweils kleinen Effekten hin, die in Summe das Risiko für Karotis-
Plaques darstellen. Mit steigender Fallzahl werden hier sicherlich noch weitere Loki 
hinzukommen.  
 
Effekt der KHK-Loki auf Karotis-Plaques 
In den Enrichment-Analysen wurde gezeigt, dass ein nicht-zufälliger Anteil der KHK-Loki mit 
PS signifikant assoziiert ist. Die Effekte der Loki auf PS waren schwächer als die auf KHK, aber 
es konnte eine signifikante Korrelation der Effekte nachgewiesen werden. Dieser Überlapp an 
ähnlichen Effekten gleicher Loki deutet auf einen gemeinsamen genetischen 
Pathomechanismus von KHK und Karotis-Plaques hin. Die KHK-Loki können daher als 
potentielle Karotis-Loki betrachtet werden, die bislang aufgrund mangelnder Power noch 




Kausale Wirkung von PCSK9 auf Atherosklerose 
Es wurde eine GWAS zum PCSK9-Plasmaspiegel durchgeführt, wobei erstmals genomweit 
signifikante Hits detektiert werden konnten. Zusätzlich fungierten die vier neu beschriebenen, 
unabhängigen Varianten im PCSK9 Lokus als Instrumente in einer Mendelschen 
Randomisierung, womit erstmalig der PCSK9-Plasmaspiegel als Risikofaktor mit kausaler 
Wirkung auf Karotis-und Koronargefäße identifiziert wurde.   
Es zeigt sich, dass PCSK9 als Genprodukt des KHK-Lokus PCSK9 einen kausalen Effekt auf 
Atherosklerose in der Karotis hat, obwohl dieser Lokus noch nicht als Karotis-Lokus 
beschrieben wurde und auch in der Enrichment-Analyse nicht signifikant mit PS assoziiert war. 
Ein plausibler Grund dafür ist die relativ geringe Fallzahl. Dies steht im Einklang mit der 
Enrichment-Analyse, dass KHK-Loki potentielle Karotis-Loki darstellen. Basierend auf diesen 
Ergebnissen kann man vermuten, dass es neben dem Überlapp genetischer Loki auch einen 
Überlapp kausaler Zusammenhänge gibt. Diese Annahme muss noch in unabhängigen Studien 
mit weiteren Loki und Kausalketten geprüft werden.  
 
Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass es unterschiedliche genetische 
Faktoren gibt, die die Suszeptibilität für Karotis-Plaques beeinflussen, und dass die Stärke der 
detektierten SNPs davon abhängt, welchen Phänotypen man analysiert. Die Analysen waren 
deshalb so aussagekräftig, da in beiden verwendeten Studien die gleiche Messmethode 
gemäß einem einheitlichen standardisierten Vorgehen angewandt wurde.  
Zusätzlich konnte eine Anreicherung von KHK-Loki festgestellt werden, die auch mit PS 
assoziiert sind. Dies weist auf gemeinsame Pathomechanismen hin. Mehrere biologisch 
interessante neue Varianten erreichten in den dargestellten Analysen suggestive Signifikanz. 
Diese müssen in weiteren, unabhängigen Studien validiert bzw. in größeren Meta-Analysen 
bestätigt werden.   
Um die kausalen Beziehungen weiter zu analysieren, ist eine Meta-Analysen zu PCSK9-
Spiegeln mit der LURIC-Studie [55] aktuell in Planung. Des Weiteren ist ein Meta-GWAS zu 
mehreren Sexual-Hormonen und Steroiden geplant, die Aufschluss über den kausalen Einfluss 
von Hormonen bringen soll.  
Neben der Validierung der gefundenen Varianten ist ein weiterer offener Themenkomplex der 
genetische Einfluss auf die Plaquefläche bzw. den Verschlussgrad der Karotis und die 
Plaqueentwicklung. In der LIFE-Adult Studie werden aktuell die Plaqueflächen in der Karotis in 
etwa 1200 Probanden erfasst. Zusätzlich soll im Follow-up die Karotissonographie wiederholt 
werden. Die dadurch gewonnenen Längsschnitt-Daten erlauben Aussagen über das 
Plaquewachstum in einem Zeitraum von etwa 10 Jahren.  
 
 





„Für die genetisch Überlegenen ist der Erfolg leichter zu erreichen,  
aber keinesfalls garantiert, 
schließlich gibt es kein Gen für das Schicksal.“ 
Gattaca. Andrew Niccol. US 1997. TC 00:23:06 [56] 
 
Im Science-Fiction Film „Gattaca“ [56] können Embryos mittels In-Vitro-Befruchtung und 
Gentechnik so modifiziert werden, dass sie keinerlei Veranlagungen für alle erdenklichen 
Krankheiten in ihrem Genom tragen. Durch diese Optimierung haben sie später höhere 
Erfolgschancen, sowohl privat als auch im Beruf. Trotzdem ist ihnen der Erfolg nicht garantiert, 
was im Film anhand der natürlich gezeugten Protagonisten dargestellt wird.  
Mit der Genschere CRISPR-Cas9 [57] ist die Wissenschaft der im Film beschrieben Gentechnik 
einen Schritt näher gekommen, aber wie hier gezeigt wurde, ist die alleinige Optimierung der 
KHK-Loki keine Garantie für ein gesundes, atherosklerosefreies Leben, da das nichtgenetische 
Risiko einen großen Anteil am Krankheitsausbruch und –verlauf hat. Es lassen sich lediglich die 
Chancen auf ein gesundes Leben verbessern.  
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Subklinische atherosklerotische Veränderungen der Karotis wie Karotis-Plaques stellen einen 
unabhängigen Risikofaktor der koronaren Herzerkrankung (KHK) und des Schlaganfalls dar. 
Sowohl KHK als auch Karotis-Plaques sind Formen der Atherosklerose und ein gemeinsamer 
genetischer Pathomechanismus wird vermutet. Ein Vorteil der Ermittlung des Karotisstatus ist 
die Möglichkeit der nicht-invasiven Untersuchung mittels Ultraschall. Ein Nachteil ist ein 
fehlender Goldstandard zur Karotis-Messung. Als Konsequenz ist die Phänotyp-Definition 
zwischen Studien sehr heterogen. Dies ist ein Grund für die bislang geringe Zahl von 
identifizierten genetischen Markern, die Plaqueentstehung in der Karotis beeinflussen.  
Ein Risikofaktor der Atherosklerose ist die Störung des Lipidstoffwechsels. Das Proprotein 
Konvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) spielt hier eine wichtige regulatorische Rolle, indem 
es die Anzahl von LDL-Rezeptoren verringert. Dadurch steigt mit einem hohen PCSK9-Spiegel 
das Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse.  Trotz seiner klinischen Relevanz wurden noch keine 
genomweit signifikanten Varianten beschrieben, die einen Einfluss auf den PCSK9- 




Plasmaspiegel haben. Zudem gibt es keine Studien zu kausalen Effekten von PCSK9 auf 
Atherosklerose in der Karotis.  
 
Fragestellungen 
Das Hauptziel dieser kumulativen Dissertation ist die Klärung der Frage, in wieweit Genetik 
einen Einfluss auf die Anfälligkeit für Karotis-Plaques hat. Folgende drei Fragestellungen 
wurden dazu bearbeitet: 
1) Welche genetischen Marker sind mit Karotis-Plaques assoziiert? 
2) Inwiefern gibt es Überschneidungen zwischen Loki, die mit KHK bzw. Karotis-Plaques 
assoziieren? 
3) Gibt es eine kausale Wirkung von PCSK9 auf Karotis-Plaques?  
 
Methoden 
In der Studie LIFE-Adult und im KHK-Verdachtskollektiv der LIFE-Heart Studie wurden Karotis-
Sonographien nach gleichem Protokoll durchgeführt. Darauf aufbauend wurde ein Karotis-
Plaque-Score PS definiert, der die Summe der Plaques in Arteria carotis communis (CCA) und 
Sinus caroticus (Bulbus) darstellt. Zusätzlich wurde die Intima-Media-Dicke der Karotis (cIMT) 
bestimmt und ein weiterer Score (PS8), der zusätzlich auch die A. carotis interna (ICA) und A. 
carotis externa (ECA) umfasst.  
Der Score PS wurde in je zwei genomweite Assoziationsstudien (GWAS) in beiden Kohorten 
als Phänotyp analysiert, einmal in einem Fall-Kontroll-Ansatz (PS von 0 bis 4, n=4037 bzw. 
n=3152 in LIFE-Adult bzw. LIFE-Heart) und einmal in einem Fallansatz (PS von 1 bis 4, n=2004 
bzw. n=2585 in LIFE-Adult bzw. LIFE-Heart), um nur die Schwere der Atherosklerose zu 
analysieren. Für beide Ansätze wurden die Ergebnisse in einer Meta-Analyse 
zusammengefasst. Das Fall-Setting wurde für PS8 wiederholt.  
Um eine Anreicherung von KHK-SNPs festzustellen, die auch mit PS assoziiert sind, wurden 
Enrichment-Analysen mit 58 bekannten KHK-Loki durchgeführt. Neben der Einzel-Analyse der 
SNPs wurde zusätzlich ein genetischer Risiko-Score (GRS) aufgestellt. Auch die Assoziation von 
Varianten in hohem LD mit den KHK-Loki wurden berücksichtigt und mittels Permutationstest 
auf Überzufälligkeit signifikanter Assoziationen mit PS getestet.   
Die Kausalität von PCSK9 auf Karotis-Plaques wurde durch Mendelsche Randomisierung 
überprüft. Dafür wurden zunächst mittels einer GWAS zu den PCSK9-Plasmaspiegeln in der 
LIFE-Heart Studie geeignete Instrumente gesucht (n=3290). Die vier detektierten genomweit 
signifikanten und unabhängigen Varianten wurden auf allelische Heterogenität getestet und 
anschließend als Instrumente in der Mendelschen Randomisierung verwendet.  





Die Ergebnisse der beiden Meta-GWAS unterschieden sich deutlich. Im Fall-Kontroll-Setting 
wurde die Prävalenz mitbetrachtet, und es konnten zwei genomweit signifikante Hits 
beschrieben werden (p<5x10-8). Der Top-Hit liegt im Lokus 9p21 (rs9644862, β=0.131, 
p=8.7x10-12), der bekannt ist für seine Assoziation mit KHK. In der zweiten GWAS ohne 
Kontrollen war diese Variante nur schwach assoziiert und hatte einen deutlich schwächeren 
Effekt (β=0.044, p=0.020).  
In der Fall-Meta-GWAS, die nur den Schweregrad der Belastung mit Karotis-Plaques darstellt, 
konnten keine genomweit signifikanten Varianten detektiert werden, dafür aber fünf mit 
suggestiver Signifikanz (p<1x10-6), die in der Fall-Kontroll-Analyse nicht oder nur schwach 
assoziiert waren. In einer zusätzlichen GWAS zum Phänotyp PS8 wurden weitere Varianten 
mit suggestiver Signifikanz detektiert.  
Die Enrichment-Analyse von KHK-Loki ergab überzufällig viele nominal signifikante 
Assoziationen mit PS und konkordanter Effektrichtung (OR=4.6, p=3.2x10-3). Dies konnte im 
Permutationstest und durch die Analyse des GRS bestätigt werden (Permutationstest: 
p=1.0x10-8, lineare Regression von GRS auf PS: p=2.0x10-6). In einem Vergleich zwischen LIFE-
Adult und LIFE-Heart konnte zudem gezeigt werden, dass der GRS in LIFE-Heart tendenziell 
größer ist (p=0.068). Zusätzlich wurde hier ein signifikanter Trend hin zu schlechteren 
Lebensstilen in der LIFE-Heart festgestellt (Armitage Trend-Test, p<2x10-16). 
In der GWAS zum PCSK9-Plasma-Spiegel wurden zwei genomweit signifikante Loki detektiert. 
Einer davon war der PCSK9-Genlokus, in dem vier unabhängige SNPs (LD r²<0.1) mit 
genomweiter Signifikanz detektiert wurden. Der Top-Hit rs11591147 kodiert die Missense-
Mutation R46L (β=-0.315, p=1.9x10-17). In einem multivarianten Modell unter 
Berücksichtigung nichtgenetischer Risikofaktoren erklärten die vier PCSK9-SNPs zusammen 
4.4% der Varianz. In einer Haplotypen-Analyse konnte eine allelische Heterogenität bestätigt 
werden. Jedoch erklären die Haplotypen weniger Varianz als das multivariate Modell (2.7%).  
Mittels Mendelscher Randomisierung konnte festgestellt werden, dass PCSK9 nicht nur einen 
kausalen Effekt auf KHK-Prävalenz (β=0.960, p=0.048) bzw. -Schweregrad (β=1.223, p=0.005) 
hat, sondern auch auf Karotis-Plaque (β=0.605, p=0.023). Ein signifikanter Effekt auf cIMT 
konnte nicht gezeigt werden (β=0.041, p=0.061). In einem Kontroll-Setting ohne Patienten mit 
Statin-Medikation verstärkte sich der Effekt auf die beiden Karotis-Phänotypen (PS: β=0.769, 
p=0.008; cIMT: β=0.045, p=0.054).   
 
Schlussfolgerung 
Der Plaque-Score PS ist ein Phänotyp, der nicht-invasiv bestimmt werden kann und je nach 
Fragestellung modifiziert werden kann: Er kann um die A. carotis interna (ICA) und A. carotis 
externa (ECA) erweitert werden, wodurch er feinstufiger wird und das Risiko für Schlaganfall 
besser abbildet, oder auf die reine Plaque-Prävalenz (PS>0) reduziert werden. Durch 




Ausschluss von Kontrollen kann damit zusätzlich auch der Schweregrad der Karotis-Plaque-
Belastung untersucht werden.  
Anhand dieser Scores konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von Karotis-Plaques 
genetischen Einflüssen unterliegt, die je nach untersuchtem Phänotyp und Studiendesign 
unterschiedlich stark ausgeprägt sind. Da viele der Loki jedoch noch keine genomweite 
Signifikanz erreichten, ist eine Validierung mit höherer Fallzahl und in unabhängigen Studien 
notwendig.  
Des Weiteren konnte eine überzufällige Anreicherung von KHK-Loki festgestellt werden, die 
ebenfalls einen Einfluss auf die Suszeptibilität auf Karotis-Plaques haben. Dies lässt 
gemeinsame genetische Pathomechanismen vermuten. Die KHK-Loki können daher als 
potentielle Karotis-Loki betrachtet werden, die bislang aufgrund mangelnder Power noch 
nicht detektiert werden konnten.  
Neben den oben beschriebenen Assoziationen konnte gezeigt werden, dass PCSK9 als 
Genprodukt eines KHK-Risiko-Lokus einen kausalen Effekt auf Karotis-Plaques hat. Es ist daher 
plausibel, PCSK9 auch als Risiko-Lokus für Karotis-Plaques zu betrachten, der aufgrund 
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In diesem Kapitel sind die Manhattan-Plots, die ausführliche Tabelle zur Meta-Analyse und die RA-
Plots aus Kapitel 2.3.2 aufgeführt.  
 
Abbildung 15: Manhattan-Plot der Meta-Analyse zum Phänotyp PS (s. Kapitel 2.3.2). Die durchgezogene Linie 
markiert die genomweite Signifikanz (p<5x10-8), die gestrichelte Linie entspricht p<1x10-5. Es gibt keine 
genomweit signifikanten Hits, aber einige SNPs mit suggestiver Signifikanz (p<1x10-6).   
 
Abbildung 16: Manhattan-Plot der Meta-Analyse zum Phänotyp PS8 (s. Kapitel 2.3.2). Die durchgezogene Linie 
markiert die genomweite Signifikanz (p<5x10-8), die gestrichelte Linie entspricht p<1x10-5. Es gibt keine 








EAF benachbarte Gene 
Phäno-
typ 
N info β SE p-Wert tau Q 
rs186841677:72800505:A:G 1:72800505 G 0.013 NEGR1; GDI2P2 PS 4589 0.869 -0.444 0.085 1.53E-07 0.13 2.09 
rs190069629:37967657:A:G 3:37967657 G 0.013 
CTDSPL; MIR26A1; VILL; 
PLCD1 
PS8 4098 0.965 0.780 0.152 2.82E-07 0.00 0.73 
rs9398699:123076113:C:A 6:123076113 A 0.989 
FABP7; PKIB; SMPDL3A; 
ATP5LP2 
PS 4589 1 -0.452 0.088 3.02E-07 0.00 0.75 
rs11976578:158070432:G:A 7:158070432 A 0.785 PTPRN2 PS 4589 0.685 0.136 0.027 3.28E-07 0.00 0.28 
rs34821062:42780832:A:AT 8:42780832 AT 0.144 
HOOK3; RNF170; MIR4469; 
THAP1 
PS8 4098 0.785 0.276 0.055 4.24E-07 0.00 0.96 
rs12064043:67992621:C:T 1:67992621 T 0.382 
RP4-763G1.2; SERBP1; 
IL12RB2; GADD45A 
PS 4589 0.843 0.106 0.021 5.18E-07 0.00 0.20 
rs7464710:120624386:C:G 8:120624386 G 0.250 ENPP2; TAF2; NOV; DSCC1 PS8 4098 0.963 0.206 0.041 6.42E-07 0.10 3.25 
rs35025140:114382521:G:GA 1:114382521 GA 0.234 
PTPN22; AP4B1-AS1; 
RSBN1; BCL2L15 
PS8 4098 0.965 -0.212 0.043 6.46E-07 0.00 0.39 
rs149905240:161194396:G:C 1:161194396 C 0.023 
APOA2; TOMM40L; 
AL590714.1; MIR5187; 
FCER1G; NR1I3; NDUFS2; 
ADAMTS4; PCP4L1; PPOX; 
B4GALT3 
PS 4589 0.928 0.328 0.066 6.83E-07 0.00 0.82 
rs72807538:89791343:T:A 16:89791343 A 0.032 
ZNF276; VPS9D1; FANCA; 
SPATA2L; CDK10 
PS8 4098 0.837 0.537 0.109 8.42E-07 0.11 1.36 
rs79398870:121712292:T:C 6:121712292 C 0.079 GJA1; C6orf170 PS8 4098 0.994 0.327 0.066 8.45E-07 0.00 0.03 
rs2657109:43701037:G:A 13:43701037 A 0.980 
DNAJC15; LINC00400; 
ENOX1; EPSTI1 
PS8 4098 0.754 -0.687 0.139 8.57E-07 0.21 1.78 
rs368336153:150441282:G:A 6:150441282 A 0.011 
PPP1R14C; ULBP3; PHBP1; 
RAET1M 
PS8 4098 0.924 0.858 0.174 8.64E-07 0.00 0.05 
Tabelle 11: Summary-Statistiken der Meta-Analyse von PS und PS8 im Case-Only Setting, die einen p-Wert<1x10-6 hatten. EAF steht für Effekt-Allel-Frequenz. Die benachbarten 
Gene innerhalb ± 250kb sind angegeben. Der gegebene info-Score ist der minimale Score aus beiden Studien. Tau entspricht der Wurzel der Varianz zwischen den beiden 
Studien, Q steht für Cochrans Q und ist ebenfalls ein Maß für die Heterogenität. 





Abbildung 17: RA-Plot von rs11976578. Die SNPs wurden gemäß ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Färbung gibt das LD bezüglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen PTPRN2, 
welches in einer anderen GWAS mit Endpunkt Karotis-Kalzifikation in Diabetes Patienten beschrieben wurde [50]. 
 
Abbildung 18: RA-Plot von rs35035140. Die SNPs wurden gemäß ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Färbung gibt das LD bezüglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen PTPN22 
und weitere stark assoziierte Varianten im Gen MAGI3. Das Gen RSBN1 wurde kürzlich als Lokus für KHK 






Abbildung 19: RA-Plot von rs79398870. Die SNPs wurden gemäß ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Färbung gibt das LD bezüglich der Top-Variante (blau) an. Der Top-SNP liegt im Gen GJA1. Es 
gibt Hinweise, dass dieses Protein mit dazu beiträgt atheromatöse Plaques in der ICA zu stabilisieren [53]. 
  
Abbildung 20: RA-Plot von rs72807538. Die SNPs wurden gemäß ihrer Position auf dem Chromosom und ihrem p-
Wert geplottet. Die Färbung gibt das LD bezüglich der Top-Variante (blau) an. Diese Region ist sehr genreich.  
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